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ciar los procesos de apoptosis y los de necr
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resurgió. Mientras estudiaba tejidos usando microscopía electrónica, John Foxton Ross 
Kerr en la Universidad de Queensland fue capaz de distinguir apoptosis de la muerte 
celular por traumatismo (Kerr, 1965). Después de la publicación de un artículo 
describiendo el fenómeno, Kerr fue invitado a unirse a Alastair R Currie, así como a 
Andrew Wyllie, un alumno de Currie, en la Universidad de Aberdeen. En 1972, el trío 
publicó un artículo en el “British Journal of Cancer” (Kerr y cols., 1972). Kerr había 
usado inicialmente el término de necrosis celular programada, pero en el artículo, el 
proceso de muerte celular natural se llamó apoptosis. Kerr, Wyllie y Currie 
agradecieron a James Cormack, profesor de griego en la Universidad de Aberdeen, por 
sugerir el término apoptosis. Kerr recibió el “Paul Ehrlich and Ludwig Darmstaedter 
Prize” el 14 de marzo del 2000 por su descripción de la apoptosis. Compartió el premio 
con el biólogo de Boston Robert Horvitz (O’Rourke y Ellem, 2000). El Premio Nobel 
en Medicina del 2002 fue otorgado a Sydney Brenner, Horvitz y John E. Sulston por sus 
trabajos sobre apoptosis.  
En griego clásico, apoptosis significa la “caída” de los pétalos u hojas de las plantas 
y los árboles. Cormack reintrodujo el término para uso médico como si hubiera tenido 
dicho significado para los griegos dos mil años atrás. Hipócrates usó el término para 
señalar la pérdida ósea. Galen extendió este significado a la “caída de postillas”. 
Todavía hoy hay dudas sobre cuál sería la correcta pronunciación en griego.  
En el articulo original de Kerr, Wyllie y Currie, hay un pie de página que habla 
sobre la pronunciación (Kerr y cols., 1972):  
 
"We are most grateful to Professor James Cormack of the Department of Greek, 
University of Aberdeen, for suggesting this term. The word "apoptosis" (ἁπόπτωσις) is 
used in Greek to describe the "dropping off" or "falling off" of petals from flowers, or 
leaves from trees. To show the derivation clearly, we propose that the stress should be 
on the penultimate syllable, the second half of the word being pronounced like "ptosis" 
(with the "p" silent), which comes from the same root "to fall", and is already used to 
describe the drooping of the upper eyelid." 
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celular. Una gama de componentes celulares, tales como la poli-ADP ribosa polimerasa, 
podrían ayudar a regular la apoptosis (Chiarugi & Moskowitz, 2002).  
Antes de que el proceso real de muerte celular sea desencadenado por enzimas, las 
señales apoptóticas deben causar que las proteínas reguladoras inicien la vía apoptótica. 
Este paso permite a las señales apoptóticas causar muerte celular, o que el proceso se 
detenga, si la célula ya no necesitase morir. Varias proteínas están implicadas, pero se 
han identificado dos métodos principales de regulación: afectando la funcionalidad 
mitocondrial, o directamente transduciendo la señal vía proteínas adaptadoras a los 
mecanismos apoptóticos. Otra vía extrínseca de iniciación identificada en varios 
estudios de toxinas es un incremento de la concentración de calcio en la célula causada 
por la actividad del fármaco, el cual también puede causar apoptosis vía calpaínas.   
Se pueden establecer tres estadíos o eventos en el fenómeno apoptótico: fase 
inductora (genética: con la expresión descontrolada de genes, por ejemplo: p53); fase 
efectora (donde entran en juego de manera muy activa las ROS) y fase degradativa (con 
la producción de cuerpos apoptóticos) (Mates, 1999). Estas fases de muerte celular, 
pueden ser estimuladas por numerosos factores: hipertermia, radiación ionizante, 
agentes quimioterapéuticos y la ausencia de ciertos factores de crecimiento. Pero los 
investigadores, en los últimos años, han llegado a la conclusión de que las ROS, 
desencadenan sin lugar a dudas, señales que participan en la aparición de fenómenos 
apoptóticos (Park y cols., 2004).  
Entre cincuenta mil y setenta mil millones de células mueren cada día debido a 
apoptosis de promedio en un humano adulto. Para un niño de entre 8 y 14 años, la 
media es de aproximadamente veinte  mil y treinta mil millones de células al día.  
La investigación en torno a la apoptosis se ha incrementado sustancialmente desde 
el principio de la década de los noventa. Además de su importancia como fenómeno 
biológico, procesos defectivos de apoptosis están implicados en una amplia variedad de 
enfermedades. Un exceso de apoptosis causa atrofia, mientras que una cantidad 
insuficiente de ella resulta en proliferación celular incontrolada, como el cáncer. 
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- Mecanismos de activación de caspasas 
 
La activación de las procaspasas implica el procesamiento proteolítico en los 
residuos de ácido aspártico que separan cada uno de estos tres dominios de la proenzima 
con la finalidad de separarlos (Rotonda y cols., 1996). Tras la proteolisis se produce una 
asociación entre la subunidad grande y la pequeña para formar un heterodímero, y dos 
heterodímeros se asocian para formar un tetrámero con dos sitios catalíticos 
independientes que unirán y cortarán el sustrato (Figura 1) (Rotonda y cols., 1996). 
Existen tres mecanismos generales de activación de caspasas: 
• Activación por otra caspasa. Todos los dominios derivan de la proenzima por 
un corte en el residuo de ácido aspártico, el sitio de consenso de las caspasas, 
implicando que estas enzimas puedan autoactivarse o ser activadas por otras 
caspasas como parte de una cascada de amplificación. Esta estrategia es utilizada 
para la activación de las caspasas efectoras de prodominio corto (Salvesen & 
Dixit, 1997). 
• Activación inducida por proximidad. Este tipo de activación requiere de 
participación de los receptores de muerte situados en la superficie de la 
membrana plasmática. Después de la activación, estos receptores se agregan y 
reclutan una serie de moléculas adaptadoras y a las procaspasas formando 
complejos de señalización de inducción de muerte o DISC (death-inducing 
signalling complex) (Wallach y cols, 1998; Abe y cols., 2000). En estas 
condiciones se aumenta la concentración local de estas procaspasas y su baja e 
intrínseca actividad proteasa es suficiente para permitir que varias moléculas 
inactivas se corten mutuamente y se activen unas a otras (Ashkenazi & Dixit, 
1998;  Boatright & Salvesen, 2003). Esta estrategia es utilizada para la 
activación de las procaspasas -8 y -10 durante el desarrollo de la apoptosis 
extrínseca activada por los receptores de muerte que será descrita con más 
detalle en posteriores apartados (Fan y cols., 2005). 
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reclutará procaspasas-9 a través de interacciones entre los dominios CARD 
presentes tanto en el Apaf-1 como en la procaspasa 9 (Jiang & Wang, 2000; Shi, 
2002). La activación de la procaspasa 9 dentro del apoptosoma se produce por 
una proteólisis autocatalítica (Figura 2) (Fan y cols., 2001; Arnoult y cols., 
2003). 
 
 
Figura 2. Formación del apoptosoma. El Apaf-1, factor activador de proteasas apoptóticas, está formado 
por tres dominios: dominio CARD o de reclutamiento de caspasas, dominio de unión al dATP y dominio 
Y de repeticiones WD-40. En condiciones normales se encuentra en el citosol en forma inerte. Una vez 
recibidas por la célula las señales de muerte, el citocromo sale de la mitocondria. Al unirse el citocromo c 
y el dATP a la molécula de Apaf- 1, ésta se activa y se abre dejando al exterior la superficie de 
oligomerización. Varias unidades Apaf-1 se unen formando el apoptosoma dejando la zona CARD en el 
centro que es donde va a unirse el prodominio N-terminal de las procaspasas-9 (Modificada de Cascales, 
2003). 
 
- Apoptosis independiente de caspasas 
 
La caracterización de las caspasas permitió el desarrollo de inhibidores  de caspasas 
que pueden ser usados para determinar si un proceso celular implica la activación de las 
caspasas. Usando estos inhibidores se descubrió que las células pueden morir mostrando 
una morfología similar a la apoptosis sin activación caspasa. Estudios posteriores 
relacionaron este fenómeno a la liberación de AIF (apoptosis inducing factor) de la 
mitocondria y su translocación al núcleo mediada por su NLS (nuclear localization 
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Figura 3: Índice de miembros pro-apoptóticos y anti-apoptóticos de la familia BCL-2. Se muestran las 
regiones de homología BCL-2 (BHl-4), así como los dominios hidrofóbicos carboxiloterminal 
(TM).(Tomado de Korsmeyer y cols., 2000).   
 
por chaperonas como la Ku/70 (Mancinelli y cols. 2006) y 14-3-3 (Nomura y cols., 
2003). Los estímulos apoptóticos liberan Bax a través de la acetilación de Ku70 (Cohen 
y cols., 2004) o la fosforilación de la 14-3-3 dependiente de JNK (Tsuruta y cols., 
2004). La liberación de Bax es necesaria pero no suficiente para la activación, y se 
requieren eventos específicos adicionales. Bax puede ser activada por varios estímulos, 
a través de mecanismos específicos que están enfocados a diferentes dominios de la 
proteína, y pueden llevar a diferentes resultados finales (Ghibelli & Diedrich, 2010).  
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1.1.4 Tipos de apoptosis 
 
La    apoptosis   es   un  mecanismo  genéticamente  predeterminado   que  puede 
ejecutarse a través de dos vías moleculares (Figura 5). Las mejores caracterizadas y las 
más prominentes se llaman vías extrínseca e intrínseca. En la vía extrínseca (también 
conocida como “vía del receptor de muerte”), la apoptosis es producida por la 
activación inducida por ligando de receptores de muerte en la superficie celular. Tales 
receptores de muerte incluyen el receptor-1 del factor de necrosis tumoral (TNF), 
CD95/Fas (el receptor de CD95L/FasL), así como los receptores -1 y -2 del ligando que 
induce apoptosis relacionada con TNF (TRAIL).  En la vía intrínseca, juega un 
importante papel la mitocondria, ya que un colapso de esta por diversos factores lleva a 
la liberación de proteínas proapopotóticas desde la mitocondria hacia el citosol. Por esta 
razón a la vía intrínseca también se la conoce como “vía mitocondrial”. 
 
- Vía intrínseca  
 
En la vía intrínseca (también conocida como “vía mitocondrial”), la apoptosis es el 
resultado de una cascada intracelular de eventos en la cual la permeabilización 
mitocondrial juega un papel crucial (Scaffidi et al., 1998).  
Los tumores aparecen más frecuentemente a través de la vía intrínseca que de la 
extrínseca debido al delicado equilibrio mitocondrial, altamente sensible a la variación 
en la concentración de iones (Mohan y cols., 2010). Hay también un grupo creciente de 
evidencias que indican que el óxido nítrico es capaz de inducir apoptosis ayudando a 
disipar el potencial de membrana de la mitocondria y por tanto hacerla más permeable 
(Brüne, 2003). Una investigación en 1999 muestra como el óxido nítrico puede tanto 
iniciar como inhibir la apoptosis debido a las variables celulares (Brune y cols., 1999). 
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Las proteínas de la familia de Bcl-2 regulan la apoptosis ejerciendo su acción sobre 
la mitocondria. La activación de proteínas pro-apoptóticas de la familia de Bcl-2 
provocan un aumento en la permeabilidad de la membrana interna mitocondrial, en 
concreto del poro de permeabilidad transitoria mitocondrial, que produce un canal de 
salida en la membrana externa de las mitocondrias permitiendo así la liberación de 
numerosas proteínas proapoptóticas del espacio intermembrana (Hajnóczky y cols., 
2003); entre ellas, SMAC/DIABLO (la cual bloquea los inhibidores de caspasas) y 
citocromo c. El PPTm, también llamado “Poro de Permeabilización Transitoria 
Mitocondrial” es regulado por varias proteínas, tales como las ya citadas de la familia 
Bcl-2 de mamíferos de genes anti-apoptóticos, las homólogas del gen ced-9 encontrado 
en C. elegans (Dejean y cols., 2006). Las proteínas Bcl-2 son capaces de promover o 
inhibir la apoptosis por acción directa sobre MAC/PPMEM. Bax y/o Bak forman el 
poro, mientras que Bcl-2, Bcl-xL o Mcl-1 inhiben su formación.  
El estrés oxidativo activa muchas respuestas incluyendo MAP cinasas tales como 
JNK y p38, las cuales están implicadas tanto en la ruta de supervivencia como en la de 
apoptosis en respuesta a estrés. La fosforilación de Bax en la treoina 167 por JNK/p38 
es requerida para la translocación mitocondrial (Kim y cols., 2006), y así permitiendo 
así a Bax responder al estrés oxidativo.  
El citocromo c, una vez en el citosol, se une al Apaf-1 (apoptotic protease 
activating factor-1) y ATP, los cuales entonces se unen a la pro-caspasa-9 para crear un 
complejo proteínico multimolecular conocido como “apoptosoma”, que activa 
directamente a la caspasa-9. Las proteínas mitocondriales conocidas como SMACs 
(small mitocondria-derived activator of caspases) son liberadas hacia el citosol 
seguidamente de un incremento en la permeabilidad mitocondrial. SMAC se une a los 
inhibidores de proteínas apoptóticas (IAPs) y los desactiva, evitando que los IAPs 
detengan el proceso apoptótico y por tanto permitiendo proceder a la apoptosis. IAP 
también suprime normalmente la actividad de las caspasas (Fesik & Shi, 2001). 
Finalmente, la caspasa-9 activa a la caspasa-3, la cual se encarga de desactivar la 
proteína PARP (Poli-ADP-ribosa polimerasa), encargada de la reparación del ADN. La 
vía mitocondrial puede conectarse también con la vía de receptores de muerte, ya que 
una vez activada la caspasa-8 por dichos receptores, esta caspasa activa a la proteína 
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Figura 6. Mecanismos de activación directa de Bax. La activación de Bax es dependiente de caspasa en 
la vía extrínseca, pero independiente de caspasas en la vía intrínseca. Los mecanismos de activación 
indirecta de Bax no están incluidos (Tomado de Ghibelli & Diedrich, 2010).  
 
Seguidamente a la activación de TNF-R1 y Fas en células de mamíferos, se 
establece un balance entre los miembros proapoptóticos (Bax, Bid, Bak o Bad) y anti-
apoptóticos (Bcl-XL y Bxl-2) de la familia Bcl-2 (Murphy y cols., 2000). Este balance 
es la proporción de homodímeros proapoptóticos que se forman en la membrana externa 
de la mitocondria. Los homodímeros proapoptóticos son requeridos para hacer 
permeable la membrana mitocondrial para la liberación de los activadores de caspasas 
tales como citocromo c y SMAC. El control de las proteínas proapoptóticas bajo 
condiciones celulares normales no se conoce completamente, pero en general, Bax o 
Bak son activadas por la activación de proteínas BH3-only, parte de la familia Bcl-2. 
Los mecanismos de activación de Bax aparecen resumidos en la Figura 6. Como unión 
de la vía extrínseca e intrínseca, la caspasa-8 proteoliza a Bid resultando en Bid 
truncada que es un potente activador de  Bax (Li y cols., 1998).  Así, t-Bid   permite la 
amplificación de la apoptosis por reclutamiento de señales de citocromo 
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1.2  HOMEOSTASIS DEL 
CALCIO CELULAR 
 
El calcio es uno de los mensajeros intracelulares más importantes de los descritos 
hasta ahora, porque está implicado en una larga lista de procesos bioquímicos 
intracelulares y extracelulares (Carafoli, 1987). Cuando aumenta la concentración de 
calcio intracelular se produce la activación de fenómenos que ocurren en un corto 
período de tiempo como la contracción muscular (Reembold, 1992) y secreción (Brown 
y cols., 1985), o a más largo plazo como puede ser el crecimiento o la diferenciación 
celular (Buonanno y Fields, 1999). El calcio es imprescindible para la coagulación de la 
sangre.  
Diversos autores han caracterizado, en diferentes tipos celulares, respuestas que por 
su duración, han sido considerados como patrones diferentes de movilización de calcio. 
Esto les ha inducido a organizarlas en dos tipos: respuestas transitorias (Pandol y 
Schoeffield-Payne, 1987) y respuestas sinusoidales u oscilaciones (Woods y cols., 1986; 
Camello, 2000).  
La concentración de calcio citosólico en reposo varía según el tipo celular, aunque 
suele oscilar entre 20-100 nM. Esta concentración basal puede verse incrementada 
mediante la estimulación de las células con sus respectivos agonistas, ya que estos 
generan moléculas capaces de movilizar calcio de los depósitos internos, como el IP3 
(Streb y cols., 1983), ADP ribosa cíclica (Galione, 1994) o NAADP (Cancela y cols., 
1999). 
Otro modo de aumentar la concentración intracelular de calcio en la célula es 
mediante la apertura de canales situados en la membrana plasmática, que permiten el 
movimiento del ión desde el exterior celular a favor de gradiente.  
La relocalización de calcio que tiene lugar en la apoptosis es irreversible, lo que 
difiere de los cambios de calcio intracelular causados por el factor de crecimiento. 
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(100-300 nM) estimula su apertura, mientras que tras el estímulo del mismo con 
el IP3, altas concentraciones de calcio citosólicas reducen su actividad hasta 
llegar a inhibirla por completo.  
Estos canales de calcio, también pueden ser regulados por la acción de 
proteínas como las tirosinas cinasas dependientes de AMPc y CMPc (El-Daher y 
cols., 1996). Algunos estudios implican a la proteína cinasa C (PKC), en la 
regulación negativa del receptor del IP3, mediante su fosforilación. La proteína 
cinasa C activada por la proteína cinasa A fosforila sobre todo al receptor del IP3 
tipo I (Vermassen y cols., 2004). Por otro lado, la PKC fosforila el receptor del 
IP3 de modo diferente si es excitada por el calcio o calcio unido a la 
calmodulina, lo que sugiere la existencia de dos mecanismos diferentes de 
regulación del receptor del IP3 en función de la fosforilación (Vermassen y cols., 
2004). 
Para que la PKC reconozca como sustrato al receptor del IP3 es necesario 
la actividad de una pequeña proteína, que presenta similares dominios con las 
proteínas G citosólicas, denominada RACK 1 (Patterson y cols., 2004).  
• Canal receptor de la rianodina: Este tipo de canales fueron descritos en primer 
lugar en el músculo esquelético como responsable de la salida de calcio desde el 
retículo sarcoplásmico, y posteriormente otras investigaciones llegaron a la 
conclusión de que también poseía un papel importante en la liberación de calcio 
en células no excitables (Langhorst y cols., 2004; ZhuGe R y cols., 2004).  
Al igual que el tipo de receptores del IP3, han sido descritas hasta el 
momento al menos tres isoformas. Este tipo de canales está regulado por 
moléculas como la ADP ribosa cíclica o el propio calcio, aunque principalmente 
son modulados por la cafeína o la rianodina, un alcaloide procedente de las 
plantas, de la que recibe el nombre dicho canal (McPherson y Campbell, 1993). 
Se ha comprobado que empleando este alcaloide a concentración nanomolar 
bloquea el receptor de modo que la estructura del receptor permanece en una 
conformación abierta, por lo que el calcio se escapa desde los depósitos (Fill y 
Coronado, 1988). Se cree que la calmodulina posee un papel modulador 
importante, sobre este tipo de canales, ya que en las células acinares pancreáticas 
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Este tipo de derivados de los lisofosfolípidos (fosfolípidos que han 
perdido una de sus dos cadenas de ácidos grasos) van a actuar mediante dos 
rutas muy diferentes; una de ellas es mediante la activación de la fosfolipasa C 
(PLC) (ruta clásica de calcio), ruta PLC dependiente. Y otra mediante una ruta 
independiente de la PLC, ya que presentan sus propias proteínas esfingosinas 
cinasas (SphK/S1P). También van a presentar una actividad reguladora negativa 
sobre otros canales que liberan calcio. Esta función negativa sobre la 
movilización de calcio se debe a la actuación de los receptores S1p(1), activados 
por la proteína cinasa C (PKC) (Meyer, 2004).  
 
- Proteínas secuestradoras de Ca
2+
 en el interior de los depósitos 
 
Desde mediados de los años 90, los investigadores están prestando cada vez más 
atención a las proteínas encargadas de unir y por tanto retener el calcio en el interior de 
los depósitos. Según algunos autores, un paso previo al vaciamiento de los depósitos de 
calcio debería de ser la liberación de calcio por parte de estas proteínas que lo 
secuestran en el interior del depósito, permitiendo que exista esa diferencia de 
concentración entre ambas partes de la célula sin que afecte a la integridad celular. 
Entre esas proteínas podemos destacar la calrreticulina y la calsecuestrina, dos 
proteínas, cuya función es básicamente el unir calcio y mantenerlo formando complejos 
en el interior del retículo endoplasmático (Camacho y Lechleiter, 1995). Ambas han 
sido descritas en la mayoría de las células eucarióticas y gran parte de las procariotas, lo 
cual refleja la gran importancia que poseen. Además, también han sido relacionadas con 
el fenómeno de entrada capacitativa de calcio regulándolo de forma retrógrada (Shind y 
cols., 2003).  
Otro importante grupo de proteínas que tienen la capacidad de retener calcio en el 
interior del retículo, lo componen las chaperonas, entre las que destacan la calnexina y 
la familia de las proteínas sensibles a shock térmico (Heat Shock Proteins o HSP). Otro 
grupo de chaperonas son la grp78, grp 94 y un grupo de proteínas con capacidad de 
reducir grupos disulfuro (tioredoxinas): Erp72, p50 y la proteína disulfuro isomerasa 
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implicaría un contacto directo entre el receptor y el canal, o mediante un sistema de 
proteínas acoplados a los receptores, capaces de activar el canal inmediatamente al 
producirse el contacto del ligando, como puede ser el caso de las proteínas G 
heterotriméricas (Sage, 1992). Recientemente también se ha descrito la presencia de 
este tipo de canales en plaquetas, en respuesta a los estímulos inducidos por el ADP 
(Sargeant y Sage, 1994).  
Otro tipo de canal, que se ha encontrado en plaquetas, y que provoca la entrada de 
calcio son los canales activados por segundos mensajeros (SMOC). Además de en 
plaquetas han sido descritos también en las células endoteliales, accionados por Ca
2+
 e 
IP3, y también en algunos modelos de células excitables.  
El último tipo de entrada de calcio es aquel estimulado por el vaciamiento de los 
depósitos intracelulares, que representa el principal fenómeno de entrada de calcio en 
células no excitables y también el más complejo. Este fenómeno es conocido como 
entrada capacitativa de calcio (ECC), y se basa en que el vaciamiento o estado de 
relleno de los depósitos activa, regula y finaliza la entrada de calcio procedente del 
exterior de la célula, a través de canales situados en la membrana plasmática. Este 
mecanismo fue propuesto en primer lugar por Putney, que enunció un modelo que 
explicaba como la activación de un receptor en la membrana, unido a la formación del 
IP3, causaba una entrada de calcio desde el exterior de la célula. En ese momento se 
observó que mientras que la eliminación de IP3 en el interior de la célula se producía 
rápidamente, la entrada de calcio no se detenía hasta que no se rellenaban 
completamente los depósitos (Putney, 1986). Recientemente se ha puesto de manifiesto 
la importancia del citoesqueleto en la ECC, el cual ejerce un efecto dual sobre la ECC, 
no sólo desde su inicio sino también durante su mantenimiento (Ben-Amor y cols., 
2006; Rosado y cols., 2005a; Rosado y cols., 2005b). 
 
1.2.3 Mecanismos de eliminación del calcio del citoplasma 
 
 Al término de la estimulación celular, que viene acompañada de un incremento 
de la concentración de calcio en el citoplasma, es necesario que la concentración 
     1.IN
 
citosólica de calcio retorne a
correctamente su función y es
retirado del citosol mediante 
cuya función será reintroduci
célula.  
 
-  Reintroducción de calcio
 
Siempre y cuando la
concentraciones superiores a 
rango cercano a mM, el calcio
es reintroducido en el retículo
ATPasa del retículo sarcoendo
en células musculares (Wuytac
Se han identificado tres t
isoformas diferentes de proteí
conjuntamente en el mismo 
existencia de diferentes tipos 
Esta bomba tiene una alta afin
está regulada en función de la 
En los últimos años con 
mediante la expresión de los 
anticuerpos que permiten el re
isoformas de SERCA, expresa
los exones que codifican para
existencia de al menos cinco t
3, denominado SERCA 3 h3b
h3b/c (Martín y cols., 2002).
Para poder investigar el p
han diseñado diferentes dro
tapsigargina y la 2,5-di(tert
TRODUCCIÓN      
27 
 los niveles basales, para permitir que la c
té dispuesta a responder a un nuevo estímulo
la activación de una serie de bombas e inte
r el calcio en los depósitos o expulsarlo al 
 en los depósitos intracelulares 
 concentración de calcio intracelular 
la del calcio del espacio intraluminal, el cua
 liberado desde el retículo por la acción de l
 mediante la actuación de una bomba deno
plasmático (SERCA), la cual fue por vez pr
k y cols., 1992). 
ipos diferentes de genes para SERCA, que 
na (Exton, 1997). Estas isoformas pueden s
tipo de célula, lo que podría estar relacio
de depósitos en la misma célula (Cavallini 
idad por el Ca
2+
 (0,1-0,4 µM); además de que
concentración de dicho ión (Carafoli, 1992). 
los avances en la ingeniería genética y la 
genes que originan SERCA, se están diseñ
conocimiento en diferentes modelos celular
das mediante corte y transcripción de modo 
 estas bombas. De este modo se ha podido
ipos nuevos de SERCA derivados del gen de
, SERCA3 h3c, SERCA 3 h3d, SERCA3 h3
 
apel de SERCA en la ruta de señalización 
gas como el ácido ciclopiazónico, la c
-butil)-1,4-hidroquinona (TBHQ). La tapsiga
 
élula cumpla 
. El calcio es 
rcambiadores 
exterior de la 
no alcance 
l varía en un 
os estímulos, 
minada Ca
2+
 
imera aislada 
originan tres 
er expresadas 
nado con la 
y cols., 1995). 
 su actividad 
 
inmunología, 
ando nuevos 
es de nuevas 
alternativo de 
 demostrar la 
 SERCA tipo 
e y SERCA3 
del calcio se 
urcumina, la 
rgina se une 
      1.INTRODUCCIÓN        
28 
 
estequiométricamente a todo tipo de SERCAs causando su bloqueo irreversible, 
impidiendo que continúe bombeando calcio al interior, resultando por tanto muy útil 
para analizar el efecto que tiene en la célula el vaciamiento del retículo endoplasmático 
sin interferir con ninguna otra ruta (Wictome y cols., 1992). Por otro lado está la TBHQ, 
de acción similar a la tapsigargina en cuanto al mecanismo de actuación, pero con 
menor potencia a la hora de inhibir las distintas isoformas de SERCA, e incluso alguna 
de las isoformas son totalmente insensibles a esta droga (Cavallini y cols., 1995; Jardín 
y cols., 2007; López y cols., 2005; López y cols., 2006). Recientemente en plaquetas 
humanas, mediante el uso combinado de ambas drogas ha sido descubierta la existencia 
de un segundo tipo de depósitos diferente al sistema tubular denso que en este modelo 
hace las veces de retículo endoplasmático (Cavallini y cols., 1995; Rosado y cols., 
2004). SERCA también puede ser regulada mediante cambios en el potencial redox a 
través de proteínas como ERp57, que se ven activadas por la calrreticulina (Ly y 
Camacho, 2004). 
Además de SERCA existen otros tipos de H
+
-ATPasa: V, F y P, que van a 
reintroducir calcio a otros depósitos como por ejemplo al interior de los lisosomas 
(Yoshimori y cols., 1991).  
 
- Mecanismo de expulsión de calcio al exterior celular 
 
Este tipo de mecanismos constituyen la segunda forma que las células tienen para 
poder recuperar la concentración de calcio basal, mediante la expulsión del calcio desde 
el citoplasma al exterior celular. Este fenómeno es llevado a cabo mediante dos tipos de 
transportadores diferentes, una es la Ca
2+
-ATPasa de la membrana plasmática (PMCA) 
y el otro es un intercambiador Na
+
/ Ca
2+
. 
La PMCA es una ATPasa caracterizada por la formación de un intercambiador 
covalente y por su inhibición por vanadato y lantano (Pedersen y Carafoli, 1987; 
Pariente y cols., 1999; Lajas y cols., 2001). Han sido descritas hasta cuatro isoformas en 
humanos denominados: PMCA1, PMCA2, PMCA 3 y PMCA 4 (Strehler y Zacharias, 
2001); todas ellas con similar estructura molecular, formada por diez segmentos que 
atraviesan la membrana y cinco dominios extracelulares mientras que sus extremos 
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retículo, actuando como sensores, efectores y proteínas tamponantes que inician, 
ejecutan o terminan determinadas funciones celulares dependientes de calcio. 
La mayoría de las moléculas secuestradoras de calcio actúan como tampones de la 
concentración de calcio intracelular, manteniendo su concentración muy baja en 
condiciones de reposo, de modo que mantienen un equilibrio entre el calcio libre y 
unido a proteínas. Está bien establecido que, tanto en células excitables como no 
excitables, aproximadamente el 98-99% del calcio existente en el citoplasma está unido 
a una serie de moléculas (Neher y Augustine, 1992; Mogami y cols., 1999).  
Entre las proteínas capaces de unir calcio en el citoplasma celular, destacamos la 
calreticulina, calbindina, parvalbúmina y calmodulina. Esta última es una de las más 
importantes ya que su subunidad reguladora es capaz de unir dos moléculas de calcio, 
liberándose en estas condiciones la subunidad catalítica activa. Esta subunidad catalítica 
llevará a cabo funciones tan importantes como la de activar a la PKC, para que ésta 
actúe inhibiendo el receptor del IP3 o los TRPC de la membrana plasmática. 
 
1.2.4 Participación de otras organelas citoplasmáticas en la 
homeostasis del calcio 
 
La mitocondria es otro importante componente involucrado en los mecanismos de 
señalización de calcio (González y cols., 2003). Localizado en las proximidades de los 
canales que liberan calcio, va a actuar secuestrando parte del calcio liberado desde los 
almacenes sensibles a los agonistas y liberando este calcio secuestrado lentamente una 
vez la estimulación ha terminado (Berridge y cols., 2000). El transporte del calcio a 
través de la membrana interna mitocondrial es mediada por tres tipos de mecanismos: 
—  Un mecanismo de entrada de calcio controlada a través de un transportador de 
baja afinidad, que actúa gracias al gradiente electroquímico creado por la 
extrusión de protones durante la síntesis de ATP, cuya efectividad es bastante 
alta. Este transportador necesita que la concentración de dicho ión en sus 
proximidades sea muy alta (Berridge y cols., 2000; Pariente y cols., 2003). 
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cisternas que componen este aparato, gracias a la actuación del transportador de calcio y 
manganeso, denominado PMR1/SPCA Ca
2+
/Mn
2+
. 
El análisis filogenético de este transportador concluyó que está estrechamente 
relacionado mediante una proteína ancestral con SERCA, lo que indica que 
posiblemente en el pasado la función de almacén de calcio no era exclusiva del retículo 
endoplasmático, y con el paso del tiempo, el aparato de Golgi sacrificó esta función en 
beneficio de una mayor especialización en la síntesis y secreción de proteínas; y por 
tanto actualmente tan sólo almacena la cantidad de calcio necesaria para poder llevar a 
cabo los fenómenos de secreción proteica (Wuytack y cols.,  2003). 
Estos resultados apoyan las observaciones realizadas previamente por Yim y cols., 
(2003) en las que sugerían un papel de almacén de calcio para la cisterna intermedia del 
aparato de Golgi. En este caso la localización de las proteínas GRP94 y p58, dos 
chaperonas que normalmente están expresadas en el retículo endoplasmático, en la 
cisterna del Golgi; junto con el efecto que la tapsigargina tenía en la retención de las 
mismas de dichas cisterna, hizo suponer que este compartimento celular podía 
almacenar calcio (Yim y cols., 2003).  
 
1.2.5 Papel del calcio en la apoptosis 
 
El papel crítico que poseen los cambios de concentración de calcio se ha probado 
en gran variedad de tejidos bajo condiciones que inducen apoptosis (Hajnóczy y cols., 
2003). Los primeros estudios de Kaiser y Edelman en 1977 demostraron que la 
apoptosis de timocitos estimulada por glucocorticoides está asociada con un aumento en 
el flujo de calcio, observaciones que posteriormente McConkey y colaboradores 
confirmaron en 1989 utilizando otras técnicas. Sin embargo, los almacenes 
intracelulares de calcio parecen ser afectados, como el calcio localizado en el retículo 
endoplásmico que es expulsado en una línea celular linfoide en respuesta a tratamiento 
con glucocorticoides (Lam y cols., 1993); se ha documentado un fenómeno similar en 
una línea celular mieloide dependiente de interleucina 3 (IL-3) (Baffy y cols., 1993). 
Evidencias indirectas sugieren que el calcio almacenado en la mitocondria también es 
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preexistentes de las membranas mitocondriales interna y externa que forma un largo 
canal de conductancia permeable a solutos menores a 1,5 kDa. El poro aparece con altas 
concentraciones de calcio mitocondrial (el calcio interactúa con la ciclofilina D para 
inducir la apertura del poro) y otros estímulos incluyendo oxidantes, ácidos grasos libres 
y depleción de nucleótidos de adenina (Basso y cols., 2005). Es inhibido por pH ácido, 
antioxidantes tales como el glutatión reducido (GSH) y la ciclosporina A (Brookes y 
cols., 2004a). 
Pruebas recientes sugieren que el calcio juega un papel clave también en la 
enfermedad de Alzheimer. Esta patología, descrita por primera vez por Alois Alzheimer 
en 1906, está caracterizada por atrofia cortical, acumulación de fibras anormales en los 
somas neuronales, y la presencia, en el espacio extracelular, de placas seniles, cuyo 
principal componente es el llamado péptido A-β (Giacomello y cols., 2007). Hace unos 
10 años se propuso que una alteración en la homeostasis del calcio intracelular podía 
contribuir al desarrollo del Alzheimer. La hipótesis propuesta era que una sobrecarga de 
calcio podía llevar a un incremento en la producción Aβ o, alternativamente, que la 
sobrecarga de los almacenes de calcio causada por mutaciones en algunos genes podían 
exarcerbar la toxicidad de Aβ favoreciendo así la muerte celular Ca
2+
-dependiente 
(LaFerla, 2002).  
Recientemente se han identificado un grupo de cambios secuenciales de calcio; dos 
muy tempranos que ocurren antes de cualquier otra alteración apoptótica, mientras que 
un cambio más tardío coincide con la aparición de apoptosis. Curiosamente, los dos 
cambios pre-apoptóticos ocurren simultáneamente en todas las células estimuladas, 
mientras que el último ocurre a diversos tiempos, de manera sincronizada con el resto 
de eventos apoptóticos (Cerella y cols., 2007). 
La primera fase se caracteriza por una alta [Ca
2+
]c en contraposición a una baja 
concentración en el retículo, que parece ser consecuencia de la reducida eficiencia del 
sistema de reciclado de calcio a nivel de sistema de bombeo activo del retículo. Esto es 
señal de una disminución en la respuesta celular: el significado de esta fase podría ser el 
inducir una condición de “stand-by” respecto del papel anti-apoptótico. 
La segunda fase se caracteriza por baja concentración de [Ca
2+
]c y alta 
concentración de [Ca
2+
]ER, lo cual podría señalar el “deseo” de entrar en apoptosis. De 
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1.3  ESPECIES REACTIVAS 
DE OXÍGENO (ROS) 
 
En la última mitad del siglo pasado, como resultado de las investigaciones llevadas 
a cabo por científicos como Boveris, hemos comenzado a tomar conciencia acerca de la 
existencia de un nuevo tipo de sustancias que tenían a priori unos efectos devastadores 
en nuestro organismo, pero que a medida que vamos profundizando en su estudio, nos 
estamos dando cuenta que pueden llegar a desarrollar diversas funciones beneficiosas 
incluso para la viabilidad celular. Estas sustancias se agruparon posteriormente bajo la 
terminología de Especies Reactivas de Oxígeno (ROS).  
El término de especie reactiva de oxígeno agrupa a una serie de radicales o 
moléculas, en cuya estructura albergan un átomo de oxígeno. También existen radicales 
libres nitrogenados o especies reactivas de nitrógeno (RNS) y radicales libres basados 
en otros elementos, como puede ser el azufre (Aranda, 2003). El oxígeno normalmente 
acepta cuatro electrones y es convertido en agua. En sistemas biológicos, la reducción 
del oxígeno ocurre de manera parcial, lo que resulta en la generación de ROS 
citotóxicas (Yokouchi y cols., 2008).  
Se ha demostrado que los oxidantes estimulan la señalización de calcio por 
incremento de la concentración de calcio citosólico, lo que sugiere un posible papel 
fisiológico de los oxidantes en la regulación de la señalización de Ca
2+
 (González y 
cols., 2006). El incremento en el transporte de calcio a través de canales de calcio, así 
como la inhibición de bombas de calcio ocurren en la presencia de oxidantes, y estas 
macromoléculas podrían ser posibles dianas de los oxidantes para influir en la 
señalización de calcio (Pariente y cols., 2001). 
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une a la cardiolipina (cargada negativamente) en la cara exterior de la membrana interna 
mitocondrial. La salida de citocromo c a través del PPTm o poros Bax/Bak requiere un 
aumento de ROS mediante un mecanismo que implicaría la peroxidación de la 
cardiolipina, que provoca un cambio de sus propiedades físicas, necesaria para romper 
la unión del citocromo c a la cardiolipina, y por tanto a la membrana interna 
mitocondrial (Ott  y cols., 2002). El daño oxidativo en el ADN causa modificaciones en 
la bases púricas y pirimidínicas, la estructura molecular de la desoxirribosa, roturas en 
la cadenas dobles y sencillas, además de crear enlaces cruzados en otra moléculas. 
Modificaciones en el ADN son potencialmente mutagénicas contribuyendo a la 
aparición de cáncer, envejecimiento prematuro y enfermedades neurodegenerativas. 
Una importante diana de ROS es el ADN mitocondrial (ADNmt), que codifica para 30 
polipéptidos y 22 ARN de transferencia, que son esenciales para la cadena de transporte 
de electrones y generación de ATP por fosforilación oxidativa. El ADNmt es 
especialmente susceptible al ataque de ROS debido a su proximidad a la cadena de 
transporte de electrones y la falta de histonas protectoras. 
Bajo condiciones de estrés oxidativo el ADNmt contiene un número de entre 10 y 
20 veces mayor de bases modificadas oxidativamente que el ADN nuclear. El daño 
oxidativo en el ADN es la principal fuente de inestabilidad genómica de la mitocondria 
y conlleva a la disfunción respiratoria. Además esta inestabilidad genómica 
mitocondrial es uno de los factores más importantes en el envejecimiento. 
Un importante mecanismo de toxicidad del O2
.⎯ es la oxidación directa e 
inactivación de las proteínas hierro-azufre (Fe-S), tales como las aconitasas y las 
asociadas liberación de hierro. Dada liberación de hierro, este se puede conjugar con 
H2O2, siendo los ingredientes para la reacciones de Haber-Weiss y Fenton que pueden 
resultar en la generación de radicales hidroxilo que puede oxidar proteínas, ADN y 
lípidos mitocondriales amplificando así el daño iniciado por el O2
.⎯. 
La aconitasa mitocondrial (que posee una centro Fe-S) juega un papel importante 
en el ciclo de Krebs catalizando la conversión de citrato a isocitrato. La inhibición de la 
aconitasa resulta en una disfunción del ciclo teniendo un gran impacto en la producción 
energética y la viabilidad celular. Otra proteína Fe-S que es afectada por el O2
.⎯ la 
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plaquetas con su agonista fisiológico trombina, genera H2O2 y despolariza la membrana 
mitocondrial induciendo consecuentemente apoptosis, eventos que quedaron inhibidos 
tras el tratamiento con catalasa. Cuando se trataron las plaquetas con H2O2 exógena 
aumentó significativamente la liberación de citocromo c de la mitocondria y la 
activación de la caspasa-9. Como consecuencia de tales eventos hubo un aumento en la 
activación de la caspasa-3 y la externalización de la fosfatidil serina (López y cols., 
2007). Adicionalmente, hemos puesto de manifiesto que el tratamiento con H2O2 de 
células de pancreatoma de rata AR42J induce un aumento en la [Ca
2+
], despolarización 
mitocondrial, liberación de citocromo c y activación de caspasa-3 a través de un 
mecanismo que requiere la recaptación mitocondrial de calcio (Morgado y cols., 2008). 
En células germinales, como los espermatozoides humano expuestos a tratamiento con 
H2O2 hemos observado que existe un aumento de la activación de las caspasas -3 y -9 y 
posterior externalización de fosfatidil serina, en un proceso Ca
2+
-dependiente (Bejarano 
y cols., 2008).  
 
1.3.2 ROS y la homeostasis del calcio 
 
El calcio es un importante segundo mensajero participando en muchas actividades 
celulares; alteraciones de la homeostasis del calcio, particularmente un aumento 
excesivo y prolongado en la [Ca
2+
]c debido al vaciamiento de los almacenes 
intracelulares o a la entrada de calcio desde el medio extracelular, se ha sugerido ser una 
señal que precede al proceso de la apoptosis (Nicotera y Orrenius, 1998;  Cerella y cols., 
2010). Se ha demostrado que el vaciamiento de los depósitos de calcio induce 
directamente la activación de la apoptosis (Pan y cols., 2000) y que la entrada de calcio 
desde el medio extracelular es un fenómeno apoptogénico (Jiang y cols., 1994). 
El incremento de la [Ca
2+
]c induce incrementos excesivos en la concentración 
mitocondrial de calcio, llegando incluso a provocar la pérdida del potencial de 
membrana mitocondrial y la posterior generación de ROS (López y cols., 2007) y 
apertura del PPTm. Se ha postulado que la apertura del PPTm está asociada a la 
acumulación de calcio por la mitocondria (Brookes y cols., 2004; Bernardi y Rasola, 
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(Scorrano y cols, 2003). Debido a la toxicidad de las altas concentraciones de calcio, 
este se debe mantener a bajas concentraciones en el citosol, encontrándose la mayoría 
del calcio almacenado en el ER. El calcio es bombeado al interior del ER por la 
SERCA, y es liberado por señalización molecular mediante la apertura de canales 
receptores de 1,4,5-trifosfato (IP3R) o rianodina (RYR) (Berridge y cols., 2000). Una 
parte significante del calcio liberado es captado por la mitocondria que se encuentra 
estratégicamente colocada cerca de los canales de liberación de calcio desde el ER 
(Rizzuto y cols., 1993). 
Esta proximidad facilita que la mitocondria module, propague y sincronice la señal 
de calcio, previniendo al retículo de una depleción reciclando el calcio hacia el retículo 
de nuevo (Jouaville y cols., 1995; Arnaudeau, 2001). De esta manera la mitocondria 
además de poner a punto las actividades metabólicas de la célula, puede disparar o 
retener la señal de apoptosis dependiendo de la magnitud de la señal de calcio 
mitocondrial, esta magnitud depende a su vez del contenido en calcio del ER (no del 
calcio libre en el retículo) y este a su vez del equilibrio entre la SERCA y los canales de 
liberación de calcio. En este sentido, se ha visto que la desestabilización mitocondrial 
inducida por calcio podría cooperar con la permeabilización de la membrana externa 
mitocondrial inducida por Bax, y por consiguiente, con la liberación de citocromo c 
(Gogvadze y cols., 2010). 
Se han propuesto dos grandes rutas apoptóticas mediadas por enzimas 
Ca
2+
dependientes (Rizzuto y cols., 1993; Orrenius y cols., 2003). Una de ellas es la ruta 
mediada por calpaína, proeteasa dependiente de calcio (Goll y cols., 2003; Cheng y 
cols., 1999; Newcomb, 1998; Harwood y cols., 2005; Nakagawa y Yuan, 2000; Wood y 
Newcomb, 1999; Mandic y cols., 2002); la otra es la ruta mediada por calcineurina, una 
fosfatasa Ca
2+
/CaM-dependiente (Devireddy y Green, 2003; Wright y cols., 1997; 
Fladmark y cols., 2002). El papel de la calpaína en la apoptosis es llevado a cabo a 
través de Bax y Bid. La calpaína produce la rotura de Bax desde su tamaño completo 
(21 kDa) a un fragmento (18 kDa) que activa su función apoptótica (Newcomb, 1998). 
Igualmente, la calpaína puede provocar la activación de Bid por clivaje en un fragmento 
activo (Chen y cols., 2001). Bax y Bid activos conllevan a la permebilización de la 
membrana y consecuente liberación de citocromo c y otros factores proapoptóticos de 
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en la concentración citosólica de calcio, lo que sugiere un posible papel fisiológico de 
los agentes oxidantes en la regulación de la señal de calcio (Suzuki y cols., 1997). Hay 
que señalar que las diferentes isoformas de la SERCA difieren en su susceptibilidad al 
daño por peróxido de hidrógeno (Grover y cols., 1997).  
Ha sido descrita la participación de las ROS en el proceso de activación de los 
linfocitos T, aumentando la respuesta inmunitaria y los procesos inflamatorios, y 
provocando también en último extremo la activación de rutas de señalización que 
desencadenan el proceso de apoptosis celular (Jacobson y cols., 1994; Castedo y cols., 
1996). El NO por ejemplo, ha sido implicado directamente en la apoptosis, ya que 
produce un descenso en la concentración de cardiolipina y en la actividad de la cadena 
de transporte de electrones en la mitocondria, que provocará en último término la 
liberación del citocromo c al citosol y la inducción de la apoptosis (Umansky y cols., 
2000). Otras evidencias de la actividad de las ROS en la activación de la apoptosis, se 
muestran en los linfocitos humanos, donde la proliferación se ve inhibida por dosis 
bajas de O2 y el H2O2 induce apoptosis, porque participa en la formación del radical 
hidroxilo (
•
OH). Otro ejemplo es el TNF-α que posee un efecto oxidativo, gracias al 
cual realiza su función y destruye a las células tumorales infectadas por virus. 
Igualmente, se ha comprobado que H2O2 moviliza calcio desde los compartamientos 
intracelulares en astrocitos del hipocampo (González y cols., 2006) y células acinares 
pancreáticas (Pariente y cols., 2001). 
La respiración mitocondrial genera además de un gradiente de protones, una 
apreciable cantidad de radical superóxido, sugiriendo una interesante correlación entre 
estrés oxidativo, la integridad mitocondrial y el fenómeno de la apoptosis (Kim y cols., 
2004). De hecho existe en la mitocondria una Mn
2+
-superóxido dismutasa que se 
encarga de retirar de la mitocondria los radicales superóxidos originados, de ahí que 
cuando promovemos una hiperactividad mitocondrial, mediante estímulos celulares que 
acarrean un acúmulo excesivo de calcio en su interior, la producción de radicales es tan 
grande que esta enzima no pueda tamponarla y se originen daños en la mitocondria 
(Brookes y cols., 2004b).  
Este superóxido creado por la mitocondria es convertido en H2O2 tanto por 
dismutación espontánea como por la enzima superóxido dimutasa (SOD). Otro 
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La apoptosis o muerte celular programada es un proceso fisiológico que implica 
a una serie de acontecimientos bioquímicos en cascada muy finamente regulados, de 
vital importancia en el desarrollo de los organismos pluricelulares siendo esencial en 
algunos procesos fisiológicos y en donde las células activan su propia muerte (células 
suicidas). Es por tanto un importante programa de suicidio celular implicado en 
procesos tanto fisiológicos como patológicos. Le permite al organismo controlar su 
número celular y su tamaño tisular manteniendo la homeostasis celular y controlando 
así el número de células del organismo entero.  
Por otro lado, la tecnología de los nanomateriales está evolucionando 
rápidamente y cada vez se encuentran más aplicaciones para este campo en crecimiento. 
En el caso concreto de la nanoceria, estudios de carácter físico-químicos han revelado 
que posee un gran potencial como antioxidante y aseguran que se trata de una sustancia 
inocua. Sin embargo, todavía se necesita una sólida cantidad de estudios biológicos que 
corroboren dicha presunción. 
 
Ante esta situación, el objetivo principal de esta tesis es el de estudiar la relación 
entre las especies reactivas de oxígeno, la señal de calcio intracelular y la apoptosis, 
utilizando para ello la líneas celular HL-60, y comparando su comportamiento con el de 
las líneas celulares K-562 y U937. Los objetivos específicos que nos hemos planteados 
son: 
 
1- Analizar la señal de calcio inducida por agonistas típicos de la línea de 
leucemia promielocítica aguda HL-60 como es el UTP, así como la 
provocada por la tapsigargina, además de la especie reactiva de oxígeno 
H2O2. 
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2- Estudiar si la señal de calcio inducida por el UTP, la tapsigargina y H2O2 
son capaces de producir despolarización mitocondrial y estimular la 
actividad caspasa-3 y -9 en las células HL-60. 
3- Estudiar si el  TNFα es capaz de provocar apoptosis en las línea celular HL-
60, así como en la línea mielógena K562 y en la línea de linfoma histiocítico 
U937. 
4- Estudiar si la apoptosis producida por TNF está mediada no sólo por la vía 
extrínseca, sino también si es dependiente de la producción de ROS en las 
líneas HL-60, K562 y U937. 
5- Comprobar el efecto de la nanoceria como agente antioxidante en la 
apoptosis producida por TNFα en la línea U937. 
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Apoptosis or programmed cell death is a physiological process which involves a 
number of biochemical events accurately regulated, of huge relevance in terms of the 
development of multicellular organisms, being essential in some physiological 
processes where cells activate their own death (suicidal cells). That is why it is an 
important program of cellular suicide implicated in both physiological and pathological 
processes. That process allows the organism to control its number of cells and its tissue 
size supporting cellular homeostasis and thus controlling the number of cells in the 
whole organism. 
 On the other hand, nanomaterials technology is growing rapidly and new 
applications are found every day. In the concrete case of nanoceria, physical-chemical 
studies have shown it has a big potential as an antioxidant and seems to be an innocuous 
substance. However, a solid number of biological studies that are able to corroborate 
such a suspicion are still needed.  
 Considering that, the main objective of this thesis is studying the relationship 
between reactive oxygen species, intracellular calcium signaling and apoptosis, using 
for this the cell line HL-60 and comparing its behaviour with the cell lines K-562 and 
U937. The specific aims we have suggested are: 
 
1- Analysing the calcium signaling induced by agonists, which are typical of 
human acute promyoelocytic leukemia cell line HL-60 like UTP, as well as 
the signaling induced by thapsigargin and the reactive oxygen species H2O2. 
2- Studying whether calcium signaling induced by UTP, thapsigargin and 
H2O2 are able to produce mitocondrial depolarization and stimulate caspase-
3 and -9 activity in HL-60 cells. 
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3- Examining whether TNFα is able to induce apoptosis in HL-60 cell line, as 
well as in the myelogenous line K562 and in the histiocytic lymphoma line 
U937.  
4- Reviewing whether TNF-produced apoptosis is mediated not only by 
extrinsic pathway, but ROS production too, in HL-60, K562 and U937 lines. 
5- Checking the effect of nanoceria as antioxidant agent in TNFα-produced 
apoptosis in U937 cell line.  
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 3.MATERIA
 
 
3.1  LIST
 
Los reactivos empleados 
continuación, según la caracte
 
3.1.1. Líneas celulares 
 
- Línea celular HL
- Línea celular K562
- Línea celular U937
- Albúmina de suero
- Medio  RPMI-1640
- Penicilina (HyClon
- Estreptomicina (
- L-Glutamina (Lonz
- Kit de detección de
 
3.1.2. Fluoróforos 
 
- DHR-123 (Sigma
- Diclorofluoresceína
- Fluo4-AM (Invitro
- Fura 2-AM (Molec
- MitoTracker Red
- Sustrato de caspasa
- Sustrato de caspasa
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- Sustrato de caspasa-9 (AC-LEHD-AMC) (Sigma®) 
- Tetrametil rodamina (TMRM)(Molecular Probes®) 
 
3.1.3. Otros reactivos utilizados 
 
- Ácido bis-(o-aminofenoxi)-etano-N,N,N,N-tetracético/BAPTA/Sigma 
Aldrich Química®, S.A.) 
- Ácido etilenglicol-bis(2-aminoetileter)-N,N,N,N,tetraacético (EGTA)(Sigma 
Aldrich Química®, S.A.) 
- Ácido plurónico (Molecular Probes®) 
- Cloruro cálcico (CaCl2/Panreac
®) 
- Cloruro de sodio (NaCl/Panreac®) 
- Cloruro de potasio (KCl/Panreac®) 
- Cloruro de magnesio (Cl2Mg/Panreac
®) 
- D(+)-Glucosa (Panreac®) 
- DMSO (Sigma Aldrich Química®, S.A.) 
- FCCP (Sigma Aldrich Química®, S.A.) 
- HEPES (Sigma®) 
- Inhibidor de caspasa-3 (Sigma®) 
- Inhibidor de caspasa-8 (Sigma®) 
- Inhibidor de caspasa-9 (Sigma®) 
- Inhibidor pancaspasa (Sigma®) 
- Nanoceria (Departamento de Química de la Universidad de Tor-Vergata) 
- N-acetil-cisteína (Sigma®) 
- NP-40 (Sigma®) 
- PEG (Sigma®) 
- Peróxido de hidrógeno (H2O2) (Sigma Aldrich Química 
®, S.A.) 
- Ru360 (C2H26Cl3N8O5Ru2) (Calbiochem
®) 
- Tapsigargina (Sigma Aldrich Química®, S.A.) 
- TNFα (Sigma®) 
 3.MATERIA
 
- Tritón X-100 (Sigm
- Trolox (Sigma®)
- Uridín trifosfato (U
 
3.1.4  Composición de d
 
COM
Reactivos 
HEPES 
Cloruro sódico 
Cloruro potásico 
Glucosa 
Cloruro cálcico1 
EGTA1 
Cloruro de Magnesio 
1: Para preparar la solución libre de 
*: El pH se ajusta entre 7,3 y 7,4 añ
 
Reactivos 
NaCl 
KCl 
NaHCO3 
Na2HPO4 
KH2PO4 
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a Aldrich Química®, S.A.) 
 
TP) (Sigma Aldrich Química ®, S.A.) 
iferentes tampones o soluciones 
POSICIÓN DEL Na+-HEPES* 
Concentración (mM) Concen
10 
140 
4,7 
10 
1,5 
2 
1 
Ca2+, se añadía 2 mM de EGTA, y no se añadía Cl2
adiendo NaOH 0,5 M. 
COMPOSICIÓN DEL HBSS 
Concentración (mM) Con
140 
5,3 
4,2 
0,34 
0,34 
 
tración (g/L) 
2,383 
8,19 
10,43 
1,801 
0,113 
0,76 
0,06 
Ca.  
centración 
(g/L) 
8,19 
0,4 
0,35 
0,048 
0,06 
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COMPOSICIÓN DEL TAMPÓN DE CASPASAS -3 y -8* 
Reactivos Concentración 
(mM) 
Concentración (g/L) 
HEPES 100 23,83 
CHAPS 1,63 1 
Sacarosa 292 100 
*: El pH se ajusta entre 7,3 y 7,4 añadiendo NaOH 0,5 M, en agitación constante. 
 
COMPOSICIÓN DEL TAMPÓN DE CASPASA -9* 
Reactivos Concentración 
(mM) 
Concentración 
(g/100 mL) 
Mes 89,8 19,5 
PEG 0,5 100 
CHAPS 1,63 1 
* El pH se ajusta a 6,5. 
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3.2 
CE
3.2.1 Cultivo de célula
 
La línea de células leucém
de 75 cm2 con medio RPMI1
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100 U/mL de estreptomicina 
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3.2.2 Cultivo de célula
 
Las células K562 fueron
Estas células son de eritroleuc
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 CULTIVOS 
LULARES 
 
s HL-60 
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de 53 años en crisis blástica (Lozzio & Lozzio, 1975). Las células (pases 6 a 12) 
crecieron en medio RPMI 1640 suplementado con 2 mM de L-glutamina, 10% de suero 
bovino fetal inactivado por calor, 100 U/mL de penicilina, 100 µg/mL de estreptomicina 
a 37ºC bajo atmósfera húmeda con 95% de aire y 5% de CO2. Las células fueron 
cambiadas periódicamente a una densidad de 3·105 células/mL en flask nuevos y la 
viabilidad fue superior al 95% en todos los experimentos como se pudo comprobar por 
el método de exclusión de trypan-blue. 
 
3.2.3 Cultivo de células U937 
 
Las células U937 son monocitos tumorales humanos estabilizados a partir de 
linfoma histiocítico (Ghibelli y cols., 1998). Las células fueron cultivadas en medio 
RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal de ternero (FCS), y periódicamente 
analizado para evitar la presencia de micoplasma usando el kit de detección de 
micoplasma (Myco-alert TM, Cambrex Bio Science, Milán, Italia). Los experimentos 
fueron realizados sobre células en la fase logarítmica de crecimiento bajo condiciones 
de al menos 98% de viabilidad, comprobándolo por el método de exclusión de trypan 
blue.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 3.MATERIA
 
 
3.3 DETER
CONC
CALCIO
 
3.3.1 Características 
 
El Fura 2-acetilmetiléster
herramienta fundamental para
calcio. Entre sus característic
que le permite detectar variaci
presenta dos longitudes de on
longitud de onda de emisión 
molécula, se va a producir 
excitamos el fluoróforo a la lo
la longitud de onda de 380 nm
garantizan que obtengamos un
los errores que conllevan e
manipulación de las muestras.
Otra cualidad importante 
de isofluorescencia) a 360 nm
en la fluorescencia no depend
(“quenching”), cuando la molé
LES Y MÉTODOS
61 
MINACIÓN DE
ENTRACIÓN D
 INTRACELUL
de los fluoróforos 
 (Fura 2-AM) se ha convertido en los último
 detectar variaciones intracelulares de la con
as destaca poseer una Kd para el calcio de 
ones de calcio muy pequeñas (del orden de n
da de excitación, una a 340 y la otra a 38
de 505 nm, por lo que cuando el ión calci
un incremento de fluorescencia emitida a
ngitud de onda de 340 nm, mientras que por 
 la fluorescencia emitida disminuye. Estas c
a lectura de la concentración de calcio corre
l fotoblanqueo de la sonda o artefactos 
 
de esta sonda es que presenta el punto isos
, lo que resulta útil a la hora de monitoriza
iente de calcio o para apreciar la pérdida de 
cula se une a algunos metales pesados como
 
 LA 
EL 
AR 
s años en una 
centración de 
150-250 nM, 
M). Además 
0 nm, y una 
o se une a la 
 505 nm si 
el contrario a 
aracterísticas 
cta, e impide 
debidos a la 
bético (punto 
r los cambios 
fluorescencia 
 el Mn2+. 
 3.MATERIALES Y MÉTODOS    
62 
 
El inconveniente que presenta el emplear esta sonda es que si nos excedemos tanto 
en la concentración de Fura 2-AM, como en el tiempo de incubación de las células, 
puede que las esterasas citosólicas no tengan la capacidad de romper todos los grupos 
acetoximetil ester, que permiten que la sonda atraviese las membranas, y en tal caso se 
puede originar compartimentalización de la sonda en diferentes orgánulos intracelulares. 
Por su parte, el Fluo-4 también se usa para medir concentraciones de calcio dentro 
de células vivas, y a menudo se usa en el criblado de alto rendimiento de ligandos de 
receptor y canales iónicos permeables a calcio. 
El Fluo-4, de fluorescencia verde, es una versión mejorada de la sonda de calcio 
Fluo-3. Es comúnmente usada en su forma no fluorescente de acetoximetil éster (Fluo-4 
AM), la cual será cortada por las esterasas citosólicas para liberar el compuesto 
fluorescente, el Fluo-4. Se carga más rápido, es más brillante a concentraciones 
equivalentes y se excita bien en 488 nm, longitud del láser del argón, el cual es usada a 
menudo en laboratorios de investigación biológica (Gee y cols., 2000). El único 
distribuidor y propietario de la patente es la compañía Invitrogen, que a su vez la 
adquirió de su inventor original, Molecular Probes. 
 
3.3.2 Condiciones de carga del Fura 2-AM 
 
Para llevar a cabo la carga con el Fura2-AM, incubamos las células HL-60 
resuspendidas en Na-HEPES (≈ 4 · 106 células/mL) con el indicador fluorescente (2 
µM) durante 45 minutos a 37ºC en oscuridad y en presencia de plurónico al 0,04%. Una 
vez finalizado el período de incubación realizamos una centrifugación suave (150 g) 
durante 5 minutos y retiramos el sobrenadante, que contiene el exceso del fluoróforo 
que no ha entrado en las células. Finalmente, resuspendemos el precipitado en nuevo 
medio de Na-HEPES. 
La determinación de la concentración de calcio intracelular se realiza empleando un 
espectrofluorímetro (Shimadzu RF-5301 PC), en el que introducimos las muestras a 
razón de 2 mL en la cubeta del espectrofluorímetro atemperado y con agitación 
continua. Así garantizamos la homogeneidad de la suspensión celular y mantenemos las 
 3.MATERIA
 
muestras a una temperatura
experimentos.  
Las sustancias empleadas
partir de soluciones madre de
concentración final deseada. L
de onda de 340 y 380 nm, y s
505 nm. Los cambios en la co
expresados como el ratio de la
nm, dividido por la emitida al 
 
3.3.3 Condiciones de ca
 
Para llevar a cabo la carg
veces en la solución salina 
y 650 mM de CaCl2 para poste
a 20 ºC durante 40 minutos. 
resuspendieron en HBSS en a
concentración de  2·106 célula
La determinación de la co
de flujo usando el citómetro d
software WinMdi 2.9.  
 
3.3.4 Tratamiento y 
 
Una vez hemos registra
fluorescencia obtenida en los 
intracelular por el método de 
continuación:  
 
 
LES Y MÉTODOS
63 
 constante de 37 ºC durante la realiza
 en los ensayos se añadieron directamente e
 diferentes concentraciones, para obtener en
as muestras se excitaron alternativamente c
e recoge la fluorescencia emitida a la longitu
ncentración de calcio intracelular fueron mo
 fluorescencia emitida cuando excitamos las 
excitar a 380 nm (Ratio: 340/380). 
rga del Fluo4-AM 
a con el Fluo-4, 1·107 células U937/mL  se
balanceada de Hank (HBSS) junto con 1 mg/m
riormente incubar con 1 mM de Fluo-4-AM
Después de eliminar el sobrenadante, las cél
dición a 1 mg/mL de glucosa y 650 mM de
s/ml durante 20 minutos. 
ncentración de calcio intracelular se realizó p
e flujo FACSCalibur y los datos fueron an
elaboración de los datos obtenidos 
do los valores de ratio de Fura-2 (340
experimentos se calculó la concentración d
Grynkiewicz y cols., (1985), cuya fórmula 
 
ción de los 
n la cubeta a 
 la cubeta la 
on longitudes 
d de onda de 
nitorizados y 
células a 340 
 lavaron dos 
L de glucosa 
 en oscuridad 
ulas U937 se 
 CaCl2 a una 
or citometría 
alizados con el 
/380) de la 
e calcio libre 
se describe a 
 3.MATERIALES Y MÉTODOS    
64 
 
 
 
 
En donde: - Rmin: Ratio de fluorescencia en medio libre de Ca
2+. 
- Rmax: Ratio de fluorescencia en condiciones de saturación de 
Ca2+ 
- β: Cociente entre Sf (intensidad de fluorescencia en ausencia de 
Ca2+ a 380 nm.) y  Sb (intensidad de fluorescencia del fura 
saturado de Ca2+ a 380 nm. 
- Kd: Constante de disociación del indicador para el Ca
2+, esta 
suele variar en función de la temperatura. A 37 ºC es de 214 nM 
para el fura 2-AM, y de 400 nM para el fluo4-AM.. 
 
Para obtener estos parámetros, se calibró cada experimento. La calibración consiste 
en saturar de calcio el medio extracelular añadiendo a la cubeta una concentración final 
de calcio de 1 mM. El Sb y Rmax se obtiene cuando rompemos las células empleando una 
solución de Tritón X-100 (0,05 %), para que todo el Fura 2 existente en el interior de las 
células se ponga en contacto con el calcio. A continuación se obtiene el Sf y Rmin, 
añadiendo una solución con una alta concentración de EGTA (50 mM). 
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razón de 2 mL en la cubeta del espectrofluorímetro atemperado y con agitación 
continua. Así garantizamos la homogeneidad de la suspensión celular y mantenemos las 
muestras a una temperatura constante de 37 ºC durante la realización de los 
experimentos.  
Las sustancias empleadas en los ensayos se añadieron directamente en la cubeta a 
partir de soluciones madre de diferentes concentraciones, para obtener en la cubeta la 
concentración final deseada. Las muestras se excitaron a una longitud de onda de 543 
nm, y se recogió la fluorescencia emitida a la longitud de onda de 575 nm. Los cambios 
en el potencial de membrana mitocondrial fueron monitorizados, y normalizados 
presentándolos como cambios en la intensidad de fluorescencia con respecto al valor 
inicial (F/F0) y expresados como cambios en la intensidad de la fluorescencia emitida a 
575 nm para el TMRM, y en el caso del JC-1 se recogió el ratio de fluorescencia 
emitida a 590 nm (agregados) y 525 nm (monómeros). 
En el caso de las células U937, el potencial de membrana mitocondrial fue 
detectado por incubación con 100 nM de MitoTracker Red (MTR) durante 20 minutos. 
Las células fueron posteriormente lavadas con PBS dos veces y después medidas por 
citometría de flujo usando el citómetro de flujo FACSCalibur y los datos fueron 
analizados con el software WinMdi 2.9.  
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cortar y liberar el compuesto coloreado, momento en el cual este último comienza a 
emitir la señal fluorescente. 
En general, la medida de actividad caspasa se mide uniendo un péptido coloreado 
tras el aspártico del sustrato específico de cada caspasa, de manera que la hidrólisis 
libere el compuesto fluorescente del tipo AMC. Normalmente se usan cumarinas.  
Adicionalmente se midió un pocillo blanco, que contenía 250 µL de PBS. Todos los 
tratamientos se realizaron por duplicado. 
Los datos fueron calculados como unidades de fluorescencia por miligramo de 
proteína y se presentaron como incremento relativo respecto al nivel de pretratamiento 
(muestras sin tratar) (experimento/control). 
 
3.5.1 Cuantificación de proteínas 
 
La medida de la concentración de proteínas con el reactivo Bradford, se basa en la 
unión de un colorante Coomassie Blue G-250 a las proteínas. El colorante, en solución 
ácida, está en dos formas, una de color azul y la otra de color naranja. Las proteínas se 
unen a la forma azul para formar un complejo proteína-colorante con un coeficiente de 
extinción mayor que el colorante libre. Este método  es sensible (1-15µg), simple, 
rápido, barato y presenta pocas interferencias con otras sustancias (Bradford, 1976). 
Para medir la concentración de proteínas mediante Bradford,  es necesario hacer 
una recta patrón con una proteína conocida, para posteriormente interpolar los valores 
de absorbancia de nuestra muestra, y saber la concentración de nuestras proteínas. 
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3.7 DETERMINACIÓN DE 
ROS INTRACELULAR 
 
La generación de ROS se determinó en una suspensión de células HL-60 o K-562 
cargada con dihidrorodamina-123 (DHR 123), en una concentración de 20 µM durante 
20 minutos a 37ºC, usando un lector de placas (Bejarano y cols., 2011; Espino y cols., 
2011). Las células fueron excitadas a 488 nm y la fluorescencia se midió a 543 nm. Los 
cambios en la generación de ROS fueron registrados, y normalizados como incremento 
relativo respecto al control. 
Por su parte, la cantidad de ROS intracelular en células U937 fue determinada con 
dos sondas diferentes: 2’,7’-diacetato de diclorofluoresceína (H2DCFDA) y 
dihidrorodamina 123 (DHR) (Bejarano y cols., 2011). Las células fueron cargados con 
10 µM de H2DCFDA, por incubación a 27 ºC en oscuridad durante 20 min. Esta sonda 
es un compuesto no fluorescente al que la célula es permeable; una vez dentro de la 
célula, es desesterificado y se vuelve fluorescente por oxidación, siendo la fluorescencia 
proporcional a la producción de ROS. La generación de ROS intracelular fue también 
medida por incubación de las células con 1 µM de DHR durante 20 minutos. Tras ser 
cargadas, las células fueron lavadas dos o tres veces en PBS y se llevaron a cabo los 
análisis por citometría de flujo usando el citómetro de flujo FACSCalibur y los datos 
fueron analizados con el software WinMdi 2.9. 
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3.9 TRATAMIENTO 
ESTADÍSTICO 
 
Cuando fue necesario, los datos se expresaron como la media ± el error estándar de 
la media. Las diferencias estadísticamente significativas se llevaron a cabo mediante la t 
de Student, z de Wilcoxon o la U de Mann-Whitney, dependiendo de los requisitos que 
reuniera el muestreo. Los valores de p ≤ 0,05 se consideraron estadísticamente 
significativos. 
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Preámbulo 
 
A continuación exponemos los resultados conseguidos en relación con los objetivos 
planteados previamente. Por razones de concisión y fidelidad al desarrollo experimental 
estos resultados se incluyen en el formato original de las publicaciones a las que han 
dado lugar. En esta Tesis Doctoral no se han incluido datos preliminares o en fase 
experimental de desarrollo. 
Y aunque lógicamente cada artículo contiene su propia discusión, hemos creído 
apropiado incluir a continuación de este apartado, otro de “Discusión General”, donde 
aportamos una revisión conjunta de los resultados obtenidos, para poder tener una 
percepción más integrada de la investigación. 
 
4.1. Las caspasas-3 y -9 son activadas en células mieloides humanas HL-60 por la   
señal de calcio. 
4.2. Las caspasas inducidas por estrés oxidativo están reguladas en células humanas 
mieloides HL-60 por señal de calcio. 
4.3. La apoptosis inducida por TNFα en líneas celulares mieloides humanas es 
dependiente de la generación de ROS intracelular. 
4.4. La apoptosis inducida por TNFα en una línea celular de linfoma histiocítico 
humano es dependiente de la generación de ROS y la señalización de calcio. 
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Preamble 
 
Following this lines we will show the results obtained relative to the objectives 
previously suggested. For reasons based on the brevity and accuracy with the 
experimental procedure, these results are included in their original format of the 
publications where are collected. In this Doctoral Thesis neither preliminary data nor 
experimental stage data have been included. 
In spite of the fact that each article has it own discussion, we have decided to 
include after this chapter another one called “Discusión General”, where we provide a 
whole review about the results obtained, and thus having a more settled perception in 
the investigation. 
 
4.1. Caspase-3 and -9 are activated in human myeloid HL-60 cells by calcium signal 
4.2.  Oxidative stress-induced caspases are regulated in human myeloid HL-60 cells by 
calcium signal 
4.3.  TNFα-induced apoptosis in human myeloid cell lines is dependent of intracellular 
ROS generation 
4.4. TNFα-induced apoptosis in human histiocytic lymphoma cell line is dependent of 
ROS generation and calcium signaling. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1. Las caspasas-3 y -9 son activadas en células mieloides 
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4.2. Las caspasas inducidas por estrés oxidativo están reguladas 
en células humanas mieloides HL-60 por señal de calcio. 
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4.3. La apoptosis inducida por TNFα en líneas celulares 
mieloides humanas es dependiente de la generación de ROS 
intracelular. 
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4.4. La apoptosis inducida por TNFα en una línea celular de 
linfoma histiocítico humano es dependiente de la generación 
de ROS y la señalización de calcio. 
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ABSTRACT 
 
The present study is aimed to determine the role of reactive oxygen species 
(ROS) production and calcium signaling evoked by the tumor necrosis factor-alpha 
(TNFȘ) in combination with cycloheximide (CHX) on apoptosis in the human 
histiocytic lymphoma cell line U937. Our results show that treatment of U937 cells with 
10 ng/mL TNFȘ in combination with 1 μg/mL CHX leaded to several Ca2+ 
alterations. These stimulatory effects on calcium signals were followed by intracellular 
ROS production and mitochondria membrane depolarization, as well as a time-
dependent increase in caspase-8 and -9 activities. Our results also show that the 
pretreatment with well known antioxidants such as trolox and N-acetyl cysteine (NAC) 
partially reduced the apoptotic effects due to the administration of TNFȘ plus 
cycloheximide. Furthermore, a novel nanoparticle with antioxidant properties, 
nanoceria, had a stronger protective effect than trolox or NAC. Our findings suggest 
that TNFȘ plus cycloheximide-induced apoptosis is dependent on alterations in 
cytosolic concentration of calcium [Ca2+]c and ROS generation in human histiocytic 
U937 cells. 
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INTRODUCTION 
 
Tumor necrosis factor-alpha (TNF-Ș) is a cytokine produced mainly by 
activated macrophages, and in minor quantities by several other types of cells. It is 
capable of inducing different biological responses and it plays a role in inflammation, 
stress response and apoptosis, where it can induce both pro- and anti-apoptotic 
signaling. TNFȘ binds to two cell-surface receptors, TNF-R1 and TNF-R2, which in 
turn oligomerize and bind the adaptor protein TNF receptor-associated death domain 
(TRADD), which recruits additional adaptor proteins: receptor-interacting protein 
(RIP), TNF-R-associated factor 2 (TRAF2) and Fas-associated death domain (FADD). 
In the apoptotic pathway this complex recruits caspase-8 molecules, which bind to 
FADD [1,2] and are activated in the complex by dimerization, due to their high local 
concentration [3]. Active caspase-8 then activates the effector caspases, primarily 
through the cleavage of the Bcl-2 family member Bid and the subsequent activation of 
the mitochondrial pathway, which serves as an amplifier of the signal [4,5].  
On the other hand, calcium is a key regulator of cell survival since the  cytosolic  
free  Ca2+ concentration ([Ca2+]c) is an important regulatory factor for a large number of 
cellular processes such as muscle contraction, metabolism, secretion, cell differentiation 
and apoptosis.  [Ca2+]c  is  maintained  at  about  80-100  nM,  a  very  low  level  
relative  to  the   extracellular   fluid   ([Ca2+]o ≈1.2  mM). The   major  mechanism  to  
lower  [Ca2+]c   is  Ca2+  extrusion  mediated  by  the  plasma  membrane  and 
endoplasmic reticulum Ca2+  pumps  and  by  the  Na+/Ca2+ exchangers.  [Ca2+]  in  the  
nuclear  matrix  ([Ca2+]n)  and  in  the  mitochondrial  matrix  ([Ca2+]m)  is  similar  to  
[Ca2+]c. However, other intracellular organelles maintain a large Ca2+ concentration  
gradient  versus  the  cytoplasm.  The  most  important  Ca2+  storage  compartment  is  
the  sarco-endoplasmic reticulum   (ER/SR)   in   most  cells.   Additionally,   sarco-
endoplasmic  reticulum  Ca2+-ATPase  (SERCA)  pumps  Ca2+ into the  lumen  of  
ER/SR.  The  ER/SR  provides  a  compartment from which Ca2+ can be mobilized  to 
increase [Ca2+]c. However,  prolonged  changes  in  Ca2+  distribution  including an 
elevation in [Ca2+]c, [Ca2+]m, and [Ca2+]n  and a decrease in [Ca2+]ER trigger  a  variety  
of  cascades  that  lead  to  cell  death [6]. On the other hand, mitochondria, in adittion 
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to participate in Ca2+ homeostasis, are the major source of reactive oxygen species 
(ROS) in the cell. Superoxide (O2–•) is generated by the operation of complexes I and III 
in the matrix and is converted to hydrogen peroxide (H2O2) by Mn-superoxide 
dismutase. Apoptosis can be stimulated by ROS in several cell types [7-10]. Recently, it 
has been reported that ROS can mediate the apoptosis induced by either growth factors, 
such as transforming growth factor-ș (TGF-ș) in human lens epithelial cells [11], or 
classical agonists, such as thrombin in human platelets [12] or progesterone in human 
spermatozoa [13]. 
Antioxidant therapy is the novel frontier and treat an impressive series of severe 
human diseases, and the search for adequate antioxidant drugs is fervent. Cerium oxide 
nanoparticles (nanoceria) are a nanoparticle which is well-tolerated  by  the  organism 
[14], has  anti-inflammatory properties [15], and are neuro- [16] and cardioprotective 
due to their antioxidant properties [17]. At the cellular level, it generally exerts 
prosurvival and antiradical effect [18, 19]. This anti-apoptotic effect only affects the 
redox-dependent apoptosis and correlates with the amount of Ce3+ ions and not with 
oxygen vacancies. Recently, it has been demonstrated that Ce3+/Ce4+ redox reactions are 
responsible for the outstanding biological properties of nanoceria [20]. The cell 
antioxidant effects of nanoceria may be explained by its  antioxidant  capability  
reported  in  abiotic  experiments. In some  cell/particle  experimental  systems,  the  
Fenton  effect described in vitro for nanoceria [21] may occur and overrule the 
nanoceria antioxidant effect [22]. However, the antioxidant effect of nanoceria on TNF-
mediated apoptosis is still poorly studied. 
Here, we try to elucidate the role of intracellular calcium as well as intracellular 
ROS generation in TNFȘ-induced apoptosis in human histiocytic lymphoma cell line 
U937. 
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MATERIALS AND METHODS 
 
Material 
 
Cycloheximide (CHX), puromycin (PMC), thapsigargin, ethylene glycol-
bis(beta-aminoethyl-ether)-N,N,N',N'-tetraacetate  (EGTA) and TNFȘ were purchased 
from Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA); Hoechst 33342, ionomycin were 
purchased from Calbiochem (San Diego, CA, USA); fetal calf serum (FCS), L-
glutamine, penicillin, streptomycin and RPMI 1640 were from Lonza. 
 
Cell culture 
 
U937  are  human  tumour  monocytes  stabilized  from  a histiocytic  lymphoma  
[23].  Cells  were  cultured  in  RPMI 1640  medium  supplemented  with  10%  fetal  
calf  serum (FCS), and  routinely   checked   for   absence   of mycoplasm  by  using  a  
mycoplasm  detection  kit  (Myco-alert  TM,  Cambrex  Bio  Science,  Milano,  Italy).  
The experiments  were  performed  on  cells  in  the  logarithmic phase  of  growth  
under  condition  of  ≥ 98%  viability,  as assessed by trypan blue exclusion. 
 
Evaluation of apoptosis 
 
Apoptosis was quantified as previously described [24]. Briefly, cells were 
stained with 10 μg/mL Hoechst 33342 for 20 minutes. Cells with nuclear apoptotic 
morphology, detected using a fluorescence microscope were counted (at least 100 cells 
in at least three independent fields) and the fraction of apoptotic cells among total cells 
was evaluated.  
The typical round morphology of a health cell and the apoptotic nuclear 
vesiculation, indicating the presence of apoptotic cells, may be assessed. The two main 
interphase morphologies, budding and cleavage, are distinguishable for the nuclear 
membrane structure and the peculiar shape of chromatin clamps condensing at the 
borders, being either a protruding, budding mass in the budding cells, or a 
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nonprotruding crescent in cells in cleavage. Nuclear vesiculation is then completed with 
separation of the vesicles, by budding or by invagination and sealing of the inner and 
outer nuclear membrane, respectively, to reach the final fragmented morphology. 
Budding nuclei have protruding chromatin masses, whereas nuclei in cleavage have 
chromatin condensed increscent shapes. Budding and cleavage decline at later times to 
give rise to the final fragmented nuclei [25]. 
 
Intracellular calcium determination 
 
1•107/ml cells were washed twice in Hank’s balanced salt solution (HBSS) + 1 
mg/ml Glucose + 650 mM CaCl2 and loaded with 1mM Fluo4-AM in the dark at 20 ºC 
for 40 min. After dye removal, cells were resuspended in HBSS + 1 mg/ml Glucose  + 
650 mM CaCl2 at the concentration of 2•106/ml for 20 min. Then, analyses were 
performed by flow cytometry using FACSCalibur flow cytometer and data were 
analyzed with WinMdi 2.9 software and calibrated according to [26]. 
 
Intracellular ROS determination  
 
Intracellular ROS were determined with two different dyes: 2',7'-
dichlorofluorescin diacetate (H2DCFDA) and dihydrorhodamine 123 (DHR) [27]. Cells 
were loaded with 10 μM H2DCFDA, by incubation at 37°C  in the dark for  20  min.  
This  probe  is  a  non-fluorescent cell-permeable compound; once inside the cell, it is 
deesterified  and turns fluorescent upon oxidation, fluorescence being proportional to 
ROS production. Intracellular ROS generation was also measured by incubation of cells 
with 1 μM (DHR) for 20 minutes. After loading, cells were then washed two or three 
times in PBS and analyses were performed by flow cytometry using FACSCalibur flow 
cytometer and data were analyzed with WinMdi 2.9 software.  
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Mitochondria membrane potential determination 
 
Mitochondrial membrane potential was detected by staining of cells with 100 nM 
MitoTracker Red (MTR) for 20 minutes. Cells were then washed with PBS twice and 
subsequently assayed by flow cytometry using FACSCalibur flow cytometer and data 
were analyzed with WinMdi 2.9 software.  
 
Statistical analysis 
 
Statistical analysis were performed using Wilcoxon's test between groups, and 
Friedman's test when comparisons of different times of the same treatment were 
considered. P values < 0.05 were considered significant. Data are presented as mean ± 
S.E.M. 
 
RESULTS 
 
Tipically, the TNFȘ-induced apoptosis needs the presence of cycloheximide 
(CHX), an inhibitor of protein biosynthesis in eukaryotic organisms, produced by the 
bacterium Streptomyces griseus. For assessing it, we induced apoptosis incubating the 
U937 cells at 37ºC with 10 ng/mL TNFȘ in combination with 1 μg/mL CHX. After 3 
hours of treatment, it was possible to see morfological differences between treated and 
non-treated cells (Figure 1A and 1B). The maximal apoptosis percentage in cells treated 
with TNFȘ + CHX reached 56.34 ± 7.05% (Figure 1C) after 4 hours of treatment, 
which was significantly higher than non-treated cells (7.52 ± 1.90%). However, there 
were no significative differences between control cells and cells which were treated for 
3.5 hours either with 1μg/mL CHX (5.50 ± 1.00%) or 10 ng/mL TNFȘ alone 
(8.00±1.00%). 
Furthermore, we tried to investigate if TNFȘ-apoptosis depends on the specific 
interaction TNFȘ-CHX, or if any protein inhibitor could make the same effects. For 
this, we treated U937 cells with  10 ng/mL TNFȘ in combination with 1 μg/mL 
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puromycin (PMC), an inhibitor which is a protein synthesis inhibitor by inhibiting 
translation. It is previously contrasted that PMC trigger intrinsic pathway with higher 
concentrations (10 μg/mL) [28], and directly or indirectly elicit oxidation reactions 
[23, 29]. After 4 hours of treatment, no significant differences were reported in 
apoptosis percentage produced by TNFȘ + CHX (56.34 ± 7.05%) and TNFȘ + PMC 
(60.00±4.95%) (Fig. 1C). 
It has been previously reported that alterations in Ca2+ homeostasis, and  
particularly a prolonged and sustained elevation in [Ca2+]c initiate the mitochondrial 
apoptotic pathway [6, 30] and induce endoplasmic reticulum stress that, in turn, leads to 
apoptosis [31, 32]. As shown in Figure 2A, stimulation of Fluo4-loaded U937 cells with 
10 ng/mL TNFȘ plus 1 μg/mL CHX induced a decrease  in [Ca2+]c  in U937 cells at 
2,5 h and eventually an increase at 4,5 h. In addition, U937 cells were loaded with 
EGTA,  or dimethyl BAPTA-AM, extracellular and cytosolic calcium chelators, 
respectively [33], by incubating at 37 ºC for 20 min with  650 μM EGTA or for 30 min 
at 37ºC with  10 μM dimethyl BAPTA. As expected, these loadings diminished 
calcium signal in U937 cells. However, when the cells were preincubated with the water 
soluble derivative of vitamin E trolox (100 μM) for 30 min, or 200 μg/mL nanoceria 
for 40 min, [Ca2+]c did not decrease, and even increased in the case of nanoceria. 
We also investigated the relevance of the calcium homeostasis on TNF-Ș-
induced apoptosis by the pre-incubation of  U937 cells with EGTA or dimethyl 
BAPTA-AM. The pretreatment with 650 μM EGTA for 20 min significantly reduced 
the apoptosis induced by the administration of 10 ng/mL TNFȘ plus 1 μg/mL CHX 
(Fig. 3A) at all time tested by us. Similar results were obtained when cells were 
preincubated with 10 μM dimethyl BAPTA for 30 minutes, but the effects were 
weaker than those caused by EGTA (Figure 3A). 
Deregulated increase of cytosolic Ca2+ may develop in cell stress and damage, 
and many sensors of Ca2+ alterations activate either cell-protective or pro-apoptotic 
responses [34]. Calpains are a set of Ca2+ sensitive cysteine proteases activated by 
micromolar (micro-calpains) or millimolar (milli-calpains) cytosolic Ca2+ levels [35]. 
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Ca2+ alterations  may  elicit  at  least  two  pro-apoptotic  signals  via  calpain  
activation,  activating  Bax  by direct cleavage or through processing of Bid [36]. In 
order to elucidate the relevance of calpains, U937 cells were preincubated with 50 
μg/mL calpain inhibitor for 45 minutes and then were stimulated with 10 ng/mL 
TNFȘ in combination with 1 μM CHX. Calpain inhibitor was able to reduce 
significantly the apoptosis produced by TNFȘ + CHX after 4 hours of treatment (37.31 
± 3.36% versus 56.34 ± 7.05%, Figure 3B).  Previously, we stated that 50 μg/mL 
calpain inhibitor alone did not produced an increase in apoptosis compared with control 
(data not shown). Addiotionally, we induced a calcium stress in U937 cells using 
ionomycin (500 nM), an ionophore produced by the bacterium Streptomyces 
conglobatus and a well established activator of cPLA2 [37], in order to study the 
possible implication of calpains. Ionomycin produced 27.00 ± 12.73% and 41.00 ± 
1.00% of apoptosis after 3 and 4 hours of treatment, respectively. As expected, the 
preincubation with  50 μg/mL calpain inhibitor for 45 minutes inhibited the effect 
caused by ionomycin at all time tested by us  (Figure 3B). Taken together, these results 
suggest that calpains participate in TNFȘ + CHX-induced apoptosis. 
Additionally, in order to study the possible role of ROS on TNF-Ș-induced 
apoptosis, the effect of two well-known antioxidant agents, such as trolox and N-acetyl 
cysteine (NAC), on TNFȘ + CHX-induced apoptosis was evaluated. Consequently, 
U937 cells were preincubated with trolox (100 μM) for 30 min, or 1 mM NAC for 1 
hour. Furthermore, we also preincubated 200 μg/mL nanoceria for 40 min for 
assessing the effectiveness of this nanoparticle as antioxidant. As it is shown in Figure 
4, trolox, NAC and nanoceria reduced the percentage of apoptosis after 2.5 hours of the 
treatment with 10 ng/mL TNFȘ in addition to 1 μg/mL CHX, suggesting that there is 
an implication of intracellular ROS generation in TNFȘ + CHX-induced apoptosis. In 
order to assess if an intrinsic pathway of apoptosis was implicated, we determined the 
mitochondrial membrane potential as well as intracellular ROS generation. For this, 
U937 cells were again preincubated with 100 mM trolox for 30 minutes, and then, 
apoptosis was induced by 10 ng/mL TNFȘ in combination with 1 μg/mL CHX. Our 
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results show that treatment of cells with 10 ng/mL TNFȘ plus 1 μg/mL CHX induced 
a mitochondrial depolarization compared to control cells, as determined by a decrease 
of MTR fluorescence intensity (Figure 5A). In addition, the flow cytometry studies 
showed that TNFȘ + CHX treatment increased the intracellular ROS generation, 
determined by DHR and  H2DCFDA (Fig. 5B and 5C). However, treatments of cells 
with trolox and nanoceria was able to revert significantly the mithodondrial 
depolarization and ROS generation induced by the co-treatment of cells with TNFȘ 
and CHX (Fig. 5). 
Finally, we checked if TNFȘ-mediated apoptosis was a caspase-dependent 
process pre-incubating the cells with z-VAD (10 μM, 1 h), a cell-permeant pan caspase 
inhibitor that irreversibly binds to the catalytic site of caspase proteases and can inhibit 
induction of apoptosis. The pre-incubation of U937 cells with z-VAD dramatically 
reduced percentage of apoptosis induced by 10 ng/mL TNFȘ plus 1 μg/mL CHX 
during the whole experiment (Fig. 6A). Alternatively, to examine the effect of TNFȘ 
plus CHX on caspase-8 activation, U937 cells were pre-incubated with a caspase-8 
inhibitor (10 μM) for 1 h at 37 ºC. The effect of treatment with this inhibitor was also 
able to significantly reduce TNFȘ-induced apoptosis after 2 hours of treatment (Figure 
6B). Caspase-9 is an initiator caspase that is involved in the initial steps of the 
mithocondrial apoptosis [38]. To investigate whether the apoptosis by TNF plus CHX is 
a mitochondrial process, we checked this pre-incubating with a caspase-9 inhibitor (10  
μM) for 1 h. As it is shown in Figure 6B, when cells were pre-incubated with caspase-
9 inhibitor, apoptosis evoked by TNFȘ plus CHX was again significantly reduced.  
  
DISCUSSION 
 
Tumor necrosis factor Ș (TNFȘ) produced by activated macrophages is a 
cytokine that influences growth, differentiation,  and  apoptosis  processes  in  most  cell 
types [39] and plays important roles in virus inactivation responses and inflammation. 
In a process that is still not well characterized, complex I internalizes  and  converts  
 4.RESULTADOS/RESULTS  
133 
 
into  a  caspase-8  activating,  death inducing  complex,  complex  II,  with  additional  
recruitment  of FADD and procaspase-8 [40]. The activity of complex II is normally 
inhibited by c-FLIP, a protease dead caspase-8 homolog that competes for caspase-8 
binding to FADD [41]. The above-described results show that the caspase-8 activation 
pathway which is inhibited by c-FLIP can be turned on by the inhibition of protein 
synthesis not only with cycloheximide, but with puromycin too. Some other 
investigators have observed caspase-8 activation with different protein inhibitors [42-
44], and even serum-deprived conditions [45] although the mechanism of the last one 
remains unclear.  
Here, we report that the treatment of human histiocytic lymphoma cell  line 
U937 with  10 ng/mL TNFȘ in combination with 1 μg/mL CHX induced apoptosis. 
Similar results have been assesed in this cell line with a higher concentration of TNFȘ 
(20 ng/mL TNFȘ in combination with 1 μg/mL CHX) [46] as well as acute leukemia 
cell lines HL-60, MV4-11, K-562 and Molt-4 with different concentrations and even in 
absence of CHX [47]. 
Secondly, we assessed that the apoptosis induced by is partially dependent of 
[Ca2+]c. Our results agree with the work Cerella et al. ([48]), who had identified a set of 
sequential Ca2+ changes; two very early ones occured prior to any other apoptotic 
alterations, whereas a late change coincided with the appearance of apoptosis. 
Interestingly, the two pre-apoptotic changes occurred simultaneously in all treated cells, 
i.e., at fixed times post-treatment, whereas the later one occurred at varying times, i.e., 
within a wide time range, concomitantly with the other apoptotic events.  Once cells had 
reached the propensity to undergo apoptosis, they abandoned the pro-apoptotic stages in 
an apparently stochastic way, perhaps needing a further signal that transformed 
propensity into a molecular signal transduction of apoptosis.  
In our work, the TNFȘ +  CHX-mediated apoptosis was higher in the presence 
of external calcium. In addition, dimethyl-BAPTA loading reduced TNFȘ/CHX-
induced apoptosis. Cells treated with TNFȘ +  CHX  showed a reduction in [Ca2+]c 2,5 
hours and 3,5 hours after the treatment; this coincides with the previous phase of 
apoptosis, where is characterized  by  high  ER/low[Ca2+]c, which may instead label the 
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‘‘willingness’’ to enter apoptosis, and at 4,5 hours, when the apoptosis is occuring, 
[Ca2+]c is increased. Curiously, pretreatment with trolox and nanoceria not only 
prevented this changes in [Ca2+]c, but even increased it slightly. It could be understood 
by cell as a pro-survival signal. This changes of calcium signal were followed by ROS 
generation, a mitochondrial depolarization and by the activity of initiator caspase-9. 
These results are in agreement with Kim et al.([49]), which suggested that 
cryptotanshinone can sensitize TNFȘ-induced apoptosis in human myeloid leukemia 
KBM-5 cells, which appears through ROS-dependent activation of caspase-8 and p38. 
We provide compelling evidences supporting that this increase of calcium  
signal  was  followed  by  an increase in intracellular ROS generation and subsequently, 
in a mitochondrial membrane depolarization. This depoliarization leads to a caspase 
activation.  
In this study nanoceria was non-toxic, decreased ROS generation, and preserved 
the viability of damaged cells. Our results also show that the antioxidant effect of 
nanoceria is more potent than other typical antioxidant such as trolox or NAC.  These 
results concord with Celardo et al. [20], where the same cell line U937 was induced to 
apoptosis with puromycin, hydrogen peroxide and etoposide (VP-16). Nanoceria was 
also found to scavenge free radicals in murine insulinoma cells treated with 
hydroquinone [50], in cultured retinal neurons treated with H2O2 [51], and normal 
human colon cells [18]. Novel  applications  of  nanoceria  in  the  growing  field  of 
nanomedicine   are   appearing   every   day,   including   tissue engineering and specific 
drug targeting [22]. This work contributes to show the potential pharmacological effects 
of nanoceria. 
According to this results, a part of the apoptotic signal due to TNFȘ in U937 
cells leads to the intrinsic pathway of apoptosis, not only extrinsic pathway. According 
to Ghibelli & Diedrich [36], TNFȘ + CHX-induced apoptosis may involve an 
activation of the pro-apoptotic protein Bax through three different ways. In the first one, 
the calcium stress leads to an activation of calpains which cleaves Bid and, 
subsequently, Bax is activated. The second one would be mediated by oxidative stress 
which may produce a disulfide dimerization. The last one is the Bax activation through 
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the classical extrinsic pathway. This model could explain that the only total inhibition 
we could see was the pretreatment with z-VAD, because since it is an pancaspase 
inhibitor, it inhibits caspase-3, the point where both intrinsic and extrinsic pathways 
converge. 
In summary, the results show that intracellular ROS generation and calcium 
signaling are implicated in TNF-Ș plus CHX- mediated apoptosis in U937 cells. In 
addition, we can also show that nanoceria was the most potent antioxidant to revert the 
effects of this TNF-Ș plus CHX-mediated apoptosis in human histiocytic lymphoma 
cell lines. 
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Figure captions 
 
Figure 1: Morphological differences induced by TNFȘ plus cycloheximide (CHX) or 
puromycin (PMC). U937 cells were stained with 10 μg/mL Hoechst 33342 for 20 
minutes and then the fraction of apoptotic cells was evaluated as indicated in Matherials 
and Methods section. A) Non-treated cells. B) Cells were treated with 10 ng/mL TNFȘ 
plus 1 μM cycloheximide (CHX) for 3,5 hours. C) Time course of apoptosis induced 
by 10 ng/mL TNFȘ plus 1 μg/mL CHX or 1 μg/mL puromycin (PMC). (N = 8). 
*p<0.05 compared with control.  
 
Figure 2:  Effect of TNFȘ on [Ca2+]c. Fluo4-loaded U937 cells were evaluated as 
indicated in Matherials and Methods. A)  Cells were pretreated with 10 μM BAPTA-
AM or 650 μM for 30 minutes at 37ºC, and then were stimulated with 10 ng/mL 
TNFȘ plus 1 μM cycloheximide (CHX) for various periods of time. B) Cells were 
preincubated with 100 μM Trolox for 30 minutes or 200 μg/mL nanoceria for 40 min 
at 37ºC and then were treated with 10 ng/mL TNFȘ and 1 μg/mL CHX.(N = 4). 
*p<0.05 compared with control. #p<0.05 compared with TNFȘ + CHX alone.  
 
Figure 3: Implication of calcium signal in TNFȘ plus cycloheximide (CHX)-induced 
apoptotsis. U937 cells were stained with 10 μg/mL Hoechst 33342 for 20 minutes and 
then the fraction of apoptotic cells was evaluated as indicated in Matherials and 
Methods section. A) Cells were pretreated with 650 μM EGTA for 20 minutes or 10 
μM BAPTA-AM for 30 minutes, and then were stimulated with 10 ng/mL TNFȘ plus 
1 μM cycloheximide (CHX) for various periods of time. B) Cells were preincubated 
with 50 μg/mL calpain inhibitor for 45 minutes and then were treated with 500 nM 
ionomycin or  10 ng/mL TNFȘ in combination with 1 μM cycloheximide.(N = 4). 
*p<0.05 compared with control. #p<0.05 compared with TNFȘ + CHX alone. &p<0.05 
compared with ionomycin alone. 
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Figure 4: Effect of antioxidants on TNFȘ + CHX-induced apoptotsis. U937 cells were 
stained with 10 μg/mL Hoechst 33342 for 20 minutes and then the fraction of 
apoptotic cells was evaluated as indicated in Matherials and Methods section. A) Non-
treated cells. B) Cells preincubated with 100 μM Trolox for 30 minutes and then treated 
with 10 ng/mL TNFȘ in addition to 1 μM cycloheximide (CHX) for various periods 
of time. C) Cells were preincubated with 100 μM Trolox for 30 minutes, 1 mM N-acetyl 
cysteine (NAC) for 1 hour or 200 μg/mL nanoceria for 40 min and then were treated 
with 10 ng/mL TNFȘ and 1 μg/mL CHX.(N = 6). *p<0.05 compared with control. 
#p<0.05 compared with TNFȘ + CHX alone.  
 
Figure 5: Effects of TNFȘ plus cycloheximide (CHX) on membrane potential and 
intracellular ROS generation. A) U937 cells were stained with 100 nM MitoTracker 
Red (MTR) for 20 minutes and then mithocondrial membrane potential (ψm) was 
measured by flow-cytometry. The results are presented as fold-increase above the 
control value.  B) Cells were stained with  1 μM dihydrorhodamine 123 (DHR) for 20 
minutes and then ROS generation was measured. The results are presented as fold-
increase above the control value. C) U937 cells were stained with 10 μM 2',7'-
dichlorofluorescin diacetate (H2DCFDA)  for 20 minutes and then ROS generation was 
measured. The results are presented as fold-increase above the control value 
(experimental/control), (N = 4). *p<0.05 compared with control. #p<0.05 compared with 
TNFȘ + CHX alone. 
 
Figure 6: Implication of caspase activity in TNFȘ + CHX-induced apoptosis. Cells 
were stained with 10 μg/mL Hoechst 33342 for 20 minutes and then the fraction of 
apoptotic cells was evaluated as indicated in Matherials and Methods section. A) Time 
course of apoptosis produced by the preincubation of 10 μM  pancaspase inhibitor for 
1 hour and then 10 ng/mL TNFȘ in addition to 1 μg/mL CHX were added. B) Cells 
were pretreated with 10 μM caspase-8 inhibitor or 10 μM caspase-9 inhibitor for 1 
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hour, and then were treated with 10 ng/mL TNFȘ in combination with 1 μg/mL 
cycloheximide (CHX). (N = 4). *p<0.05 compared with control. #p<0.05 compared with 
TNF + CHX alone.  
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La apoptosis es un proceso que en las últimas décadas ha comenzado a ser 
estudiada en profundidad. Esta importancia no se debe solamente al papel que juega este 
proceso en el desarrollo embrionario o en la homeostasis tisular, sino también porque 
sus desequilibrios, tanto por exceso como por defecto, están relacionados con algunas 
de las enfermedades de mayor calado entre la población mundial, tanto por el número 
de afectados como por el interés mediático. El defecto de apoptosis está relacionado con 
enfermedades autoinmunes y cáncer, donde se produce una acumulación excesiva de 
células. El exceso de apoptosis, por su parte, está relacionado con enfermedades 
neurodegenerativas (Parkinson, Alzheimer) y con SIDA, entre otros. Resulta, por tanto, 
interesante la perspectiva de conocer a fondo el mecanismo apoptótico para un avance 
en la farmacología de estas enfermedades. 
La línea celular HL-60 es una línea celular leucémica que se ha usado 
tradicionalmente para investigaciones sobre cómo se forman ciertos tipos de células 
sanguíneas. Las HL-60 proliferan continuamente en cultivo de suspensión con medio 
nutritivo suplementado con suero bovino fetal, L-glutamina, HEPES y antibióticos. El 
tiempo de desdoblamiento se encuentra en torno a los 36-48 horas. Esta línea celular fue 
extraída a partir de una mujer de 36 años con leucemia promielocítica aguda en el 
Nacional Cancer Institute de Estados Unidos. Las células HL-60 son 
predominantemente un precursor promielocítico (Gallagher y cols., 1979). El modelo 
celular HL-60 se ha usado para estudiar el efecto de la topoisomerasa de DNA (topo) 
IIα y IIβ sobre la diferenciación y apoptosis de células (Sugimoto y cols., 1998) y es 
especialmente útil en estudios de dielectroforésis (Ratanachoo y cols., 2002), los cuales 
requieren un ambiente acuoso con células redondas y en suspensión. Alternativamente 
también se han utilizado para estudios de apoptosis y de la homeostasis del calcio 
intracelular (Fang y cols., 1998). 
La línea celular K562 es una línea celular derivada de pacientes con leucemia 
mieloide crónica, por lo que tienen características eritroides. Esta línea celular es una 
buena herramienta como modelo de maduración y diferenciación, ya que dependiendo 
de la droga inductora pueden madurar a células de la línea megacariocítica o 
eritropoyética. Mueren fácilmente en presencia de células NK (Lozzio & Lozzio, 1979). 
El tratamiento de las células K562 por un regulador natural como la hemina (uno de los 
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inductores de la eritropoyesis), el cual es trasportado por la hemopexina, da como 
resultado una acumulación de hemoglobina. 
Finalmente, la línea celular U937 es una línea celular humana establecida a partir 
de un linfoma histiocítico difuso y que muestra muchas características monocíticas. 
Sirve como modelo in vitro para la diferenciación entre monocitos y macrófagos 
(Sundstrom & Nilsson, 1976). Estas células expresan constitutivamente altos niveles de 
moléculas HLA de clase I de superficie celular, mientras que la HLA clase II es 
indetectable e ininducible, tanto a nivel de RNAm como en la superficie celular 
(Peterlin y cols, 1984). 
Alteraciones de la homeostasis del calcio, particularmente un aumento excesivo y 
prolongado en la [Ca2+]c constituyen una señal inicial que precede en el tiempo a otras 
alteraciones morfológicas y funcionales responsables del desarrollo de daños 
irreversibles en diferentes tejidos. Recientes estudios experimentales indican que la 
toxicidad de numerosos agentes oxidantes está mediada por incrementos sostenidos en 
la [Ca2+]c (Hajnóczky y cols., 2003). De todos los orgánulos intracelulares, la 
mitocondria es considerada una de las fuentes celulares más importantes de agentes 
oxidantes, debido a su elevado consumo de oxígeno durante el proceso de síntesis de 
ATP en la cadena respiratoria. Además en los últimos años se ha implicado a la 
mitocondria como un depósito de calcio intracelular, actuando como amortiguador de la 
concentración de calcio intracelular y regulando la concentración local de calcio en 
microdominios celulares. También recientemente se ha implicado a la mitocondria en la 
regulación de la entrada de calcio desde el medio extracelular. De esta manera, la 
mitocondria es actualmente considerada como uno de los compartimentos celulares que 
participan en la homeostasis del calcio. 
Uno de nuestros objetivos fue el de estudiar la apoptosis inducida por sobrecargas 
de calcio intracelular, que pudieran sobrecargar de calcio a la mitocondria, originando 
un colapso o disrupción mitocondrial. Para ello hemos utilizado tres agentes que son 
capaces de aumentar la concentración de calcio intracelular, como son el agente 
oxidante H2O2 (Pariente y cols., 2001), el inhibidor del relleno de los depósitos 
intracelulares de calcio sensible a agonistas tapsigargina (Rogers y cols., 1995), y el 
agonista natural de las células HL-60, el UTP. Durante la realización de esta Tesis 
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Doctoral hemos podido comprobar que el H2O2,  la tapsigargina y el UTP producen 
apoptosis tiempo- y calcio-dependiente en células HL-60, induciendo activación de 
caspasas -9 y -3 y despolarización mitocondrial. Similares resultados han sido 
demostrados previamente por nuestro grupo de investigación en células no tumorales, 
como plaquetas humanas (López y cols., 2008; López y cols., 2009), leucocitos (Espino 
y cols., 2010), espermatozoides (Bejarano y cols., 2008) y acinos pancreáticos de ratón 
(Granados y cols., 2006), así como en la línea celular tumoral de páncreas de rata 
AR42J (Morgado y cols., 2008). Por otro lado, el estudio de calcio en las células U937 
permitió identificar el grupo de cambios secuenciales en el calcio intracelular como ya 
vieron Cerella y cols., (2007). Tres cambios secuencias de calcio en el retículo y citosol 
se pudieron observar. La primera y segunda respuestas de calcio podrían ser 
interpretadas como un intento de reparar el daño (un estado de “stand-by”); una vez las 
células han alcanzado la tendencia a entrar en apoptosis, abandonan las etapas pro-
apoptóticas de una manera aparentemente estocástica, quizá necesitando una señal más 
que transforma la tendencia en una transducción de señal molecular de apoptosis.  
Por otra parte, el factor de necrosis tumoral (TNF, caquexina, o caquectiona, y 
formalmente conocido como factor-alfa de necrosis tumoral o TNFα) es una citoquina 
involucrada en inflamación sistémica y es un miembro de un grupo de citoquinas que 
estimulan la reacción inmunológica de la fase aguda. Se produce predominantemente 
por macrófagos activados (M1), aunque puede ser producido por otros tipos celulares 
como los linfocitos CD4+ y células NK.  
El papel principal del TNF es en la regulación de células inmunes. TNF, siendo 
como es un pirógeno endógeno, es capaz de inducir fiebre, apoptosis, sepsis (a través de 
la producción de IL1 y IL6), caquexia, inflamación, e inhibir la carcinogénesis y 
replicación vírica. Se ha visto que la desregulación de la producción de TNF está 
implicada en una variedad de enfermedades humanas, incluyendo enfermedad de 
Alzheimer (Swardfager y cols., 2010), cáncer (Locksley y cols., 2001), depresión 
(Dowlati y cols., 2010) y enfermedad inflamatoria intestinal (Brynskov y cols., 2002). 
Aunque siguen siendo controvertidos, los estudios sobre depresión y enfermedad 
inflamatoria intestinal todavía se relacionan con los niveles de TNF (Mickoka-Walus, 
2007). El TNF recombinante se usa como inmunoestimulante bajo la denominación 
común internacional tasonermina. El factor-α de necrosis tumoral puede producirse de 
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manera ectópica en los alrededores de un tumor e iguala a la hormona paratiroidea, 
tanto en hipercalcemia secundaria como en cánceres asociados a su producción 
excesiva. Como todos los miembros que contienen un dominio de muerte de la 
superfamilia TNFR, el receptor TNF-R1 está implicado en la señalización de muerte 
(Gaur & Aggarwal, 2003).  
En la presente Tesis Doctoral ponemos de manifiesto que el tratamiento con TNFα 
produce apoptosis en las líneas celulares HL-60, al igual que en la línea celular K-562. 
En las células U937 fue necesario  la presencia de cicloheximida para que la apoptosis 
tuviera lugar con la misma concentración de TNFα. Estos resultados están de acuerdo 
con los obtenidos previamente en diversas líneas celulares (Siripin y cols., 2011; Kim y 
cols., 2010). Además, cabe preguntarse que quizá no solamente la vía extrínseca de la 
apoptosis estuviera implicada, sino que se produjera un aumento de las ROS 
intracelulares. Esta acción prooxidante y estimuladora de la producción intracelular de 
ROS del TNFα es claramente puesta de manifiesto por nuestros resultados, no solo en 
las células leucémicas HL-60, sino también en otras dos líneas tumorales de origen 
hematopoyetico humanas, como son las células eritroleucémicas K-562 y las células de 
linfoma U937. Estas observaciones están de acuerdo con resultados previos donde se 
demuestra que incubaciones con TNFα producen un aumento de la producción 
intracelular de ROS en hepatocitos (Wullaert y cols., 2006; Zhao y cols., 2003). 
Finalmente, hemos podido evaluar el potencial farmacológico de la nanoceria, uno 
de los miembros de la novedosa gama de nano partículas. Los efectos farmacológicos de 
la nanoceria permanecían sobre todo en la hipótesis, sobre todo apoyado por estudios 
abióticos, que aseguraban que la nanoceria actúa como una máquina redox regenerativa, 
entrando en ciclo su estado redox mientra transforma el superóxido a peróxido de 
hidrógeno, y después el peróxido a agua. Esta actividad antioxidante combinada con una 
aparente falta de toxicidad lo hace una herramienta terapéutica extremadamente 
prometedora (Celardo y cols., 2011); estudios como los aquí realizados permiten dar un 
paso más allá y demostrar su valía en un sistema biológico. Concluyendo, las premisas 
son prometedoras para el uso farmacéutico de la nanoceria y poder pasar a pruebas 
clínicas en un futuro próximo.  
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Analizando conjuntamente los resultados obtenidos en la realización de la 
presente Tesis Doctoral, podemos obtener las siguientes conclusiones: 
  Un agonista típico de los receptores de membrana en las células HL-60, 
como es el UTP, fue capaz de provocar liberación de Ca2+ desde los 
depósitos intracelulares. De una manera similar, el tratamiento con 
tapsigargina o con la especie reactiva de oxígeno H2O2 son capaces de 
inducir incrementos en la [Ca2+]c procedentes de los almacenes 
intracelulares.  La señal de Ca2+ inducida por UTP, tapsigargina y H2O2 fue capaz de 
producir despolarización mitocondrial y una estimulación tiempo 
dependiente de la actividad de la caspasa iniciadora -9 y de la ejecutora -3 en 
células HL-60.   El TNFα fue capaz de producir apoptosis en las líneas celulares HL-60, 
K562 y U937, si bien en el caso de la última fue necesario el tratamiento con 
inhibidores de la síntesis proteica, como la cicloheximida (CHX) o la 
puromicina (PMC), a bajas concentraciones.  La señal apoptótica producida por el TNFα provocó un aumento de la 
generación de ROS intracelular, despolarización mitocondrial y aumento en 
la activación de la caspasa-9 en células HL-60, K562 y U937.  De una 
manera similar, la preincubación con distintos antioxidantes disminuyeron la 
respuesta despolarizante mitocondrial así como la estimulación de la 
caspasa-9 inducida por TNFα.    El pretratamiento con nanoceria en células U937 no fue tóxico, y disminuyó 
la producción de ROS intracelular, la estimulación de las caspasas -3 y -9 y 
el porcentaje de células apoptóticas de una manera más potente que 
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cualquiera de los antioxidantes clásicos, como el Trolox o la N-acetil cisteína 
(NAC). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.CONCLUSIONES/CONCLUSIONS  
161 
 
 
 
 
After analising the results obtained during the making of this Doctoral Thesis, 
we can draw up the following conclusions: 
  A typical agonist of membrane receptors in HL-60 cells, such as UTP, was 
able to produce calcium release from the intracellular stores. Similarly, 
treatment with thapsigargin or with the reactive oxygen species H2O2 is able 
to induce an increase in [Ca2+]c from intracellular stores.  Ca2+ signal induced by UTP, thapsigargin and H2O2 could produce 
mithocondrial depolarization and a time-dependent stimulation of the 
caspase -9 and -3 activity  in HL-60 cells.  TNFα was able to produce apoptosis in HL-60, K562 and U937 cell lines, 
but the treatment with inhibitors of protein synthesis, like cycloheximide 
(CHX) or puromycin (PMC) at low concentration was needed for the last 
one.  Apoptotic signaling produced by TNFα induced an increase of intracellular 
ROS generation, mithocondrial depolarization and an increase in caspase-9 
activation in HL-60, K562 and U937 cell lines. Similarly, the preincubation 
with several antioxidants decreased the mithocondrial depolarization as well 
as the stimulation of caspase-9 induced by TNFα.  Pretreatments with nanoceria in U937 cells were non-toxic, and ROS 
production, caspase -3 and -9 stimulation and percentage of apoptotic cells 
decreased more strongly than with any other classical antioxidants, such as 
Trolox or N-acetyl cysteine (NAC).  
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